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abl   proteína abelson tyrosine kinase  
AMPc  adenosín-3’,5’- monofosfato cíclico 
ATP   adenosín-5’-trifosfato 
bcr   proteína breakpoint cluster region  
BID   protein BH3-interacting domain death agonist 
BSA   albúmina bovina sérica 
cDNA   DNA complementario 
Cdk   quinasa dependiente de ciclina 
CS   Calf serum, suero de ternera 
DAPI  4’6‐diamidino‐2‐fenylindole, 4’6‐diamidino‐2‐fenilindol 
DEPC  dietil pirocarbonato 
DMEM  medio Eagle modificado por Dulbecco 
DMSO  dimetil sulfóxido 
DNA   ácido desoxirribonucleico  
dNTP   desoxinucleótidos 
DTT   dithiothrietol 
ECM   Extracellular matrix, matriz extracelular 
EDTA  ácido etilen-diamino tetracético 
EGF   factor de crecimiento epidérmico 
EGTA  ácido etilen-glicol-bis−(β-amino etil eter) N,N tetracético 
ERK   quinasa regulada por señales extracelulares 
FADD  Fas-associated death domain protein, proteina de dominio de muerte 
asociado a Fas 
FAK   Focal adhesion kinase, quinasa de adhesión focal 
FBS   Fetal bovine serum, suero bovino fetal 
FGF   Fibroblast growth factor, factor de crecimiento de fibroblastos 
FGFR   FGF receptor, receptor de FGF 
FITC   Fluorescein isothiocyanate, isotiocianato de fluoresceína 
GAP   proteínas activadoras de la actividad GTPasa 
GAPDH  gliceraldehide-3-fosfato deshidrogenasa  
GDP   guanosín-5’-difosfato 
GTP   ácido guanosín-5’-trifosfato 
GEF   proteínas intercambiadoras de nucleótidos de guanina 
GH   hormona de crecimiento 
GM-CSF factor estimulante de colonias de granulocito y macrófagos 
GST   Glutathione S-transferase, Glutatión-S-Transferasa 
HAT   hipoxantina, aminopterina y timidina 
HCK   Hematopoietic cell kinase, quinasa de células hematopoyiéticas 
HGF   High growth factor, factor de crecimiento hepático 
IGF   Insulin‐like growth factor, factor de crecimiento insulínico 
IGFR   IGF receptor, receptor de IGF 
IL   Interleucina 
IP   inmunoprecipitación 
IPTG   Isopropil−β-D-Tiogalactopiranósido 




JNK   c‐Jun N‐terminal kinase, quinasa N‐terminal de c‐Jun 
Kb   kilobase 
kDa   kilodalton 
LB   medio “Luria bertani” 
MAPK  quinasa de proteínas activadas por mitógenos 
mRNA ácido ribonucleico mensajero 
NGF   neuronal growth factor, factor de crecimiento neuronal 
NF  κB Nuclear factor‐κB, factor nuclear κB 
p/v   relación peso/volumen 
p-Akt   Akt fosforilado 
PBS   tampón fosfato salino 
PCR   reacción en cadena de la polimerasa 
PDGF   factor de crecimiento derivado de plaquetas 
p-ERK  ERK fosforilado 
PI3K   Phosphatidylinositol‐3‐kinase, quinasa fosfatidilinositol‐3 
PMSF   fluoruro de fenil metil sulfonilo 
p-MEK  MEK fosforilado 
Rb   proteína de Retinoblastoma 
RNA  ácido ribonucleico 
rpm   revoluciones por minuto 
ROCK  Rho‐kinase, Rho‐quinasa 
RT   transcripción reversa 
RTK   Tyrosine‐kinase receptor, receptor tirosina‐quinasa 
RT‐PCR  transcripción inversa y reacción en cadena de la polimerasa (ensayo de) 
SDS   lauril sulfato sódico 
SDS-PAGE  electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 
SH2   Src‐homology domain 2, dominio 2 de homología con Src 
SH3   Src‐homology domain 3, dominio 3 de homología con Src 
shRNA  interfering short‐hairpin RNA, horquilla de ARN interferente 
Src   Sarcoma tyrosine‐kinase, tirosín‐quinasa sarcoma  
STAT   Signal transducers and activator of transcription, transductor de señal y 
activador de transcripción. 
TCR   T‐cell receptor, receptor de células T 
TGF‐β  Transforming growth factor‐β1, factor de crecimiento transformante β1 















LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA 
La leucemia mieloide crónica (LMC) es un desorden mieloproliferativo clonal 
que ha sido estudiado extensivamente como modelo de transformación neoplásica de 
células madre. Está asociada en más del 95% de los casos con el cromosoma 
Philadelphia (Ph) (Nowell y Hungerford 1960), resultante de la traslocación 
cromosómica t(9:22) (q34:q11) que da lugar a la fusión de secuencias 5´ del gen bcr, 
situado en el cromosoma 22, con secuencias 3´del proto-oncogén abl, que se localiza en 
el cromosoma 9 (Figura 1). Esta proteína de fusión recibe el nombre de Bcr-Abl y 
codifica para una oncoproteína que tiene una actividad quinasa muy superior a la de la 
quinasa c-Abl (Rowley 1973). Dependiendo del punto de rotura en bcr se pueden 
generar proteínas de 190, 210 y más raramente 230 kDa, las cuales están representadas 
en la Figura 2. La proteína de 210 kDa se halla en el 95% de los pacientes de LMC y 
hasta un 20% de pacientes adultos con leucemia linfoblástica aguda (LLA) y la forma 
p190 se encuentra en aproximadamente 10% de los pacientes con LLA y en la mayoría 
de los pacientes pediátricos con LLA Ph
+
 (Mauro y Druker 2001; Williams et al., 1994). 
La forma p230 de Bcr-Abl se asocia a un síndrome mieloproliferativo conocido como 
leucemia neutrofílica crónica (Quackenbush et al., 2000).  
 
 
Figura 1. Representación de la translocación cromosómica t(9:22) (q34:q11) que da lugar al cromosoma 
Filadelfia portador de la proteína quimérica Bcr-Abl (adaptado de la página Web de la Sociedad 
Canadiense de LMC; www.cmlsociety.org). 
 
Bcr-Abl p210 contiene en su estructura proteica tres dominio principales, el 
dominio tirosina-quinasa que es precedido por un dominio SH2 (Src-homology-2) y un 
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dominio SH3 (Src-homology-3) que están representados en la Figura 3 (Hantschel y 
Superti-Furga 2004). La expresión del gen de fusión se lleva a cabo por el promotor de 
bcr y su actividad tirosina quinasa está aumentada 5 veces o más, con respecto a la 
proteína c-abl (Konopka y Witte 1985). Ensayos utilizando mutantes de p210 Bcr-Abl 
in vitro y in vivo indican que la actividad tirosina quinasa es crucial para sus efectos 
oncogénicos (Wertheim et al., 2002a). 
 
 
Figura 2. Representación de los diferentes puntos de rotura en bcr que dan origen a proteínas de 
diferentes tamaños, 210, 190 y 230 kDa. La isoforma p210 es la más frecuente en pacientes de LMC. 





Figura 3. Representación de la estructura de los dominios de Bcr-Abl p210. En la región amino al punto 
de fusión se encuentran los dominios pertenecientes a bcr como la región rica en residuos fosforilados de 
serina y treonina (192-413), esencial para la transformación. La fosforilación en el residuo tirosina 177 
provoca la unión al dominio SH2 de Grb2 activando a Ras. En la región carboxilo al punto de fusión se 
encuentra el dominio tirosina quinasa que contiene el residuo tirosina 1294 que cuando se autofosforila 
crea sitios de unión para proteínas con dominios SH2 como Grb2, Ras-GAP, PLC, p85PI3K, Shc y Syp. 
Este dominio es precedido por los dominios SH2 y SH3. El extremo carboxilo posee un dominio de unión 
al DNA y a F-actina. DD: dominio de dimerización.  
 
La mayoría de los pacientes con LMC comienzan con una fase crónica 
caracterizada por un elevado porcentaje de neutrófilos maduros, si bien tiene lugar una 
expansión normal de todos los tipos de diferenciación mieloide. Con el progreso de la 
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enfermedad los pacientes entran en una fase acelerada que es seguida por una tercera y 
fatal fase, la crisis blástica durante la cual se detiene la diferenciación hematopoyética 
(Figura 4). En esta fase se produce una acumulación de blastos en la medula ósea que 
son expulsados a la circulación, proceso que está acompañado por la adquisición de 
mutaciones genéticas adicionales (Lugo et al., 1990; Wertheim et al., 2002b). Cuando la 
LMC se encuentra en fase avanzada presenta arresto de diferenciación y mutagénesis 
vía especies reactivas de oxigeno (ROS) resultando en inestabilidad genómica (que 
incluye defectos en la supervisión del genoma, deficiencias en la reparación del DNA y 
pérdida de la función de genes supresores de tumores). Las mutaciones más frecuentes 
involucran a p53, a p16
INK4A
 y Akt, también son frecuentes la duplicación de genes, 
translocaciones, rotura cromosomal y acortamiento de los telómeros (De Melo et al., 
2007; Jamieson et al., 2004; Koptyra et al., 2006). 
 
 
Figura 4. Papel de Bcr-Abl en LMC. En la fase crónica Bcr-Abl estimula la proliferación e inhibe la 
apoptosis. Durante la progresión a la crisis blástica Bcr-Abl promueve la inestabilidad genética, lo que 
induce la adquisición de nuevas mutaciones (Hehlmann y Saussele 2008). 
 
 
A nivel celular, la enfermedad se caracteriza por un incremento de la 
proliferación y de la estimulación de vías de señalización, lo que resulta en una mayor 
resistencia a apoptosis, así como por alteraciones de las propiedades de adhesión 
(Gordon et al., 1989; Koptyra et al., 2006; Verfaillie et al., 1992). Como resultado de la 
activación constitutiva de la proteína tirosina quinasa Bcr-Abl, varios sustratos son 
fosforilados, lo que resulta en la activación de múltiples vías de señalización (Figura 5), 
incluyendo entre otras las vías PI3K/Akt, JAK/STAT y Ras/MAPK/ERK quinasa. Esto 
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confiere a las células progenitoras mieloides, una capacidad de proliferación y de 
supervivencia independiente de factores de crecimiento (Deininger et al., 2000; Jacquel 
et al., 2003; Steelman et al., 2004). 
Por otra parte, en contraste con progenitores primitivos y progenitores 
comprometidos normales, los progenitores primitivos y comprometidos de la médula 
ósea de LMC no se adhieren a las capas normales del estroma ni a fibronectina y sus 
fragmentos proteolíticos, pero se adhieren al colágeno tipo IV y laminina, componentes 




Figura 5. Representación de las vías de señalización activadas por la proteína de fusión p210 Bcr-Abl, 
incluyendo Ras/ERK, PI3K/Akt, JAK/STAT, que confieren a las células de LMC una mayor capacidad 




La LMC fue la primera enfermedad hematológica para la cual se logró el 
desarrollo de una terapia efectiva basada en la inhibición de una molécula diana (Druker 
2001; Druker et al., 1996). STI-571 (Imatinib mesylate, Gleevec o Glivec), fue el primer 
inhibidor de la quinasa Abl desarrollado para uso clínico y de hecho, sigue siendo hoy 
en día la terapia de primera línea más común para el tratamiento de la enfermedad 
(Druker et al., 2006). STI-571 inhibe la fosforilación y actividad de Bcr-Abl y, como 
consecuencia, produce la inhibición de las vías ERK1/2, JNK, y Akt, lo que conduce a 
la activación de los eventos que conllevan a la muerte celular mediada por la 
mitocondria (Jacquel et al., 2003). El STI-571 inhibe Bcr-Abl de forma altamente eficaz 
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durante la fase crónica, y prolonga significativamente la supervivencia. La progresión a 
la crisis blástica se retarda en la mayoría de los pacientes y posiblemente se previene en 
algunos casos (Hehlmann y Saussele 2008). Para los pacientes que desarrollan 
resistencia al STI-571, la utilización de inhibidores de quinasa de segunda generación 
como nilotinib y dasatinib ofrece una nueva oportunidad del control de la enfermedad 
(Kantarjian et al., 2006; Talpaz et al., 2006). Sin embargo, ninguno de los tratamientos 
disponibles actualmente tiene un impacto significativo en la reversión de la evolución 
de la enfermedad, lo que hace imprescindible controlar la LMC mientras aún se 
encuentra en la fase crónica.  
Por ello es vital la identificación de genes que puedan servir como marcadores 
de pronóstico de los pacientes con probabilidad incrementada de progresión de la 
enfermedad a crisis blástica.  
La línea celular humana K562 procede de un paciente de LMC en crisis blástica 
y ha sido utilizada extensivamente como modelo de estudio de la diferenciación, 
apoptosis y adhesión celular en células de leucemia. Las células K562 se comportan 
como precursores hematopoyéticos pluripotentes expresando, en condiciones de 
ausencia de estímulos, marcadores de las líneas eritroides, granulociticas, monociticas y 
megacariociticas (Yuksel et al., 2002). 
APOPTOSIS 
La apoptosis es un tipo de muerte celular programada, regulada genéticamente, 
que se caracteriza por la condensación de la cromatina y del citosol, fragmentación del 
DNA y la rotura final de la célula en “cuerpos apoptóticos” que son eliminados por 
fagocitosis sin que se produzca inflamación. Por el contrario, en la muerte por necrosis 
se produce un hinchamiento celular y posterior fragmentación, liberándose el contenido 
celular, lo que origina un proceso de inflamación (Kroemer et al., 2005). La apoptosis 
tiene una importancia fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, 
ya que elimina las células que están en exceso o que son potencialmente peligrosas, y 
juega un papel esencial en el desarrollo al eliminar células o tejidos transitorios 
(revisado por Kroemer et al., 2005). Las células en apoptosis son eliminadas de forma 
controlada para minimizar el daño y la disrupción de las células vecinas. Los restos 
celulares son removidos por fagocitosis y una nueva célula toma el lugar de la célula 
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eliminada (revisado por Taylor et al., 2008). En la mayoría de los casos, la ejecución de 
la apoptosis se debe a la activación de un conjunto de cisteína-proteasas denominadas 
caspasas que se activan en cascada (Figura 6). Se ha demostrado que durante la 
apoptosis la enzima nuclear de 113 kDa PARP, importante en la reparación del DNA, 
puede ser escindida en fragmentos de 89 y 24 kDa que contienen el sitio activo y el 
dominio de unión al DNA, respectivamente. Este corte resulta en la inactivación de 
PARP, mediante la destrucción de su capacidad de respuesta a la ruptura de las cadenas 
de DNA. El principal responsable del corte de PARP durante la muerte celular es la 
caspasa 3 que juega un papel central en la ejecución del programa de apoptosis 
(Boulares et al., 1999). 
Hasta la fecha, han sido establecidas tres rutas principales de apoptosis asociadas 
a la activación de caspasas en mamíferos: la vía extrínseca o de los receptores de 
muerte, la vía intrínseca o mitocondrial, y la vía de la Granzima B que involucra la 
liberación de la proteasa granzima por linfocitos T citotóxicos (CTL) o células NK 
(natural killer), (revisado por Taylor et al., 2008). Brevemente, la ruta extrínseca 
implica la unión de ligandos de muerte extracelulares a receptores de muerte 
transmembranales que inducen el reclutamiento de proteínas adaptadoras, tales como 
FADD. FADD recluta y activa la procaspasa 8, que a su vez activa la procaspasa 3 y 7 
(Figura 6), lo cual provoca la activación de caspasas adicionales, culminando en muerte 
celular (Hengartner 2000; Krammer 2000; Taylor et al., 2008). En algunas situaciones, 
las señales de muerte extrínsecas pueden cruzarse con la vía intrínseca a través de la 
proteólisis, mediada por la caspasa 8, de las proteínas BID (revisado por Taylor et al., 
2008). La ruta intrínseca está regulada por proteínas de la familia de Bcl-2, que pueden 
actuar como sensores específicos de la vía, y su activación resulta en la inhibición de los 
miembros anti-apoptóticos de la familia Bcl-2 resultando en la liberación del citocromo 
c y de otras proteínas pro-apoptóticas como Smac/Diablo y AIF (Figura 6). El 
citocromo c permite la activación de la caspasa 9 que a su vez propaga el sistema de 
proteólisis activando caspasas adicionales (Gulbins et al., 2003; Parone et al., 2002; 




Figura 6. Las vías de activación de caspasas. En mamíferos están establecidas tres vías principales de 
apoptosis asociada a la activación de caspasas: vías extrínseca y intrínseca, y vía dependiente de la 
granzima B. Todas estas vías llevan a la activación de las principales caspasas efectoras, caspasa-3, 
caspasa-6 y caspasa-7 (Taylor et al., 2008). 
 
 
La apoptosis está regulada por varias familias de proteínas que activan o 
reprimen la apoptosis, entre ellas destacamos la familia de proteínas inhibidoras de 
apoptosis (IAP), la familia de proteínas Bcl-2 y las p38 MAPKs, de las cuales 







RUTAS DE SUPERVIVENCIA CELULAR 
Las MAPKs ERK1 y ERK2 
Las MAPKs ERK1 y ERK2 son serina-treonina quinasas de 44 y 42 kDa, 
respectivamente, ubicuamente expresadas en todos los organismos eucariotas (Zang et 
al., 2009). Entre los estímulos que son capaces de activar a ERK1/2 se encuentran 
factores de crecimiento (EGF, PDGF, GM-CSF), citoquinas (IL-1β, IL-4, IL-5, IL-8, 
TNFα, TGFβ), quimioquinas (CXCL12), la adhesión mediada por integrinas a sustratos 
de la ECM, y determinados agentes transformantes y carcinógenos. Las ERKs, cuando 
se encuentran en su forma activada, son capaces de fosforilar diversos sustratos 
citoplasmáticos, proteínas de membrana y de citoesqueleto, o migrar al núcleo para 
fosforilar y activar varios factores de transcripción entre los que se incluyen c-Fos, c-
Myc y ELK (Cuschieri y Maier 2005; Roux y Blenis 2004; Wada y Penninger 2004). 
No todos los tipos tumorales utilizan la ruta de las MAPKs para inducir su 
crecimiento, pero se sabe que una gran cantidad de líneas celulares y tumores humanos 
expresan de manera constitutiva las formas fosforiladas de ERK1 y ERK2. Se ha 
descrito que Bcr-Abl tiene capacidad de activar no solo a Ras sino a otras proteínas de 
la misma familia como Rap1. La activación de Rap en células de LMC resulta en la 
activación de B-Raf y ERK. La inhibición de la activación de Rap1 bloquea la 
señalización dependiente de ERK, demostrando que aparte de Ras/Raf-1, Bcr-Abl 
también puede activar ERK a través de la activación de Rap1/B-Raf (Stork y Dillon 
2005). 
La ruta de PI3K/Akt 
La fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) es una enzima con actividad lípido-
quinasa, que produce inositoles fosforilados en posición 3´, generándose 
fundamentalmente PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3. La ruta de la PI3K/Akt puede modular 
diferentes funciones celulares bien, directamente por la PI3K y/o por la Akt. La Akt 
fosforila numerosos sustratos, regulando así múltiples procesos celulares como son la 
supervivencia celular, el crecimiento y el ciclo celular, la adhesión celular o el 
metabolismo glucídico (Cantley 2002). Entre todas estas funciones, es importante su 
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papel en la regulación de la supervivencia gracias a la fosforilación de GSK3, Mdm2, 
Bad, caspasa 9, factores de transcripción de la familia de Foxo e IK quinasas (IKKs) 
que conducen a la activación de rutas de supervivencia y/o inactivación de proteínas 
pro-apoptóticas (Vanhaesebroeck y Alessi 2000). 
ADHESIÓN CELULAR 
Adhesión célula-matriz extracelular 
La adhesión de la célula a la matriz extracelular (ECM) induce estructuras 
discretas en la superficie celular asociadas con la matriz que median las interacciones de 
la célula con su ambiente extracelular. Las adhesiones célula–matriz son esenciales para 
la migración celular, organización de tejidos y diferenciación, y como resultado juegan 
un papel central en el desarrollo embrionario, remodelación y homeostasis en los 
sistemas de tejidos y órganos. Las señales de adhesión a la matriz cooperan con otras 
vías para la regulación de procesos biológicos como la supervivencia y proliferación 
celular, reparación de heridas y tumorogénesis (Figura 7) (Berrier y Yamada 2007). Una 
de las estructuras de adhesión celular más comúnmente estudiadas son las adhesiones 
focales que están presentes en una serie de tipos celulares típicamente de origen 




Figura 7. Vías de señalización reguladas por la adhesión célula-matriz. Las adhesiones contienen 
agrupamientos de integrinas que reclutan proteínas citoplasmáticas que cooperan en el control de diversos 




Las adhesiones focales son estructuras celulares alargadas, organizadas y 
complejas que se localizan al final de las fibras de estrés y que median las interacciones 
con la ECM (Horwitz y Parsons 1999; Parsons et al., 2010; Smilenov et al., 1999). El 
evento de iniciación de estas estructuras se caracteriza por la adhesión de la célula a 
ligandos específicos de la ECM a través de receptores integrina transmembranales. Esta 
interfase adhesiva madura mediante el reclutamiento de integrinas adicionales y 
componentes del citoesqueleto. La propagación de señales involucra la interacción y 
agregación de más de 50 proteínas y sus cascadas efectoras (Romer et al., 2006). Las 
estructuras adhesivas iniciales designadas complejos focales contienen las proteínas 
FAK (focal adhesion kinase) y paxilina que son inducidas por los miembros de la 
familia Rho, Rac y cdc42. La maduración de los complejos focales a adhesiones focales 
depende de las interacciones con el citoesqueleto de actina y de la tensión actomiosina 
modulada por Rho (Romer et al., 2006). 
Las integrinas se unen a ligandos específicos de la ECM tras la adhesión celular. 
La ECM está compuesta de proteínas colagenosas y no colágenosas como elastina, 
fibronectina, laminina o entactina (Kolacna et al., 2007). Todas estas glicoproteínas son 
ligandos de las integrinas β1 y cabe destacar que la fibronectina es uno de los ligandos 
de las integrinas α3β1, α4β1 y α5β1. Las integrinas promueven tanto la señalización 
outside-in tras la adhesión celular, transmitiendo señales hacia el interior celular, como 
la señalización inside-out que conduce a cambios en sus funciones, afinidad y avidez 
(Kim et al., 2003; Kinashi 2005; Schwartz y Assoian 2001; Zhu X. y Assoian 1995). 
En la señalización outside-in mediada por las integrinas β1 participan moléculas 
con las que integrina β1 se asocia, bien directamente a través de su dominio 
citoplásmico, como talina, o bien indirectamente, como vinculina, paxilina y α-actinina, 
las cuales se asocian a su vez al citoesqueleto de actina (Hynes 2002). Además, la 
quinasa FAK, una molécula fundamental en la señalización outside-in generada tras la 
adhesión celular dependiente de integrinas, se asocia indirectamente con estas 
integrinas. La asociación entre este conjunto de proteínas y las subunidades β1 en la 
membrana plasmática permite el ensamblaje de las integrinas con filamentos de actina 
(Cabodi et al., 2004; Giancotti y Ruoslahti 1999; Saegusa et al., 2009; Schwartz y 
Assoian 2001).  
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Proteínas de las adhesiones focales  
Las adhesiones focales están constituidas por proteínas sin actividad enzimática, 
como vinculina, α-actinina y paxilina que funcionan como proteínas adaptadoras 
interaccionando con proteínas estructurales y tirosina-quinasas. Adicionalmente, 
contienen una gran diversidad de proteínas enzimáticamente activas. FAK y Src 
presentan mecanismos de regulación cruciales en la señalización de las adhesiones 
focales. Tras la adhesión celular mediada por integrinas, FAK es reclutado a las 
adhesiones focales gracias a su interacción con talina. Así, FAK y Src son activadas por 
autofosforilación en residuos de tirosina específicos dependiente de la localización de 
las adhesiones focales y de las asociaciones intermoleculares. La autoactivación de FAK 
recluta a Src a través de la unión a su dominio SH2, produciéndose un incremento de la 
actividad de Src sobre FAK (Mitra S. K. et al., 2005; Provenzano et al., 2009; Zhao y 
Guan 2009). A continuación, Src fosforila residuos específicos de FAK permitiendo a 
este último interaccionar con p130Cas a través de su dominio SH3 y/o con paxilina 
(Figura 8). Tras la interacción de FAK con paxilina, los residuos Y31 e Y118 de esta 
última son fosforilados por el complejo FAK-Src (Mitra S. K. et al., 2005; Schlaepfer y 
Mitra 2004; Webb et al., 2004). Paxilina integra diversas proteínas incluyendo tirosinas 
quinasas y reguladores de la familia Rho. La activación de paxilina por el complejo 
FAK-Src regula el reclutamiento de moléculas efectoras como Crk, importantes para la 
transducción de señales externas resultantes de alteraciones de la movilidad celular y 
para la modulación de la expresión de genes a través de las cascadas de MAPK (JNK, 
p38, ERK) (Turner 2000). FAK también puede impulsar la movilidad mediante la 
activación y formación de complejos de señalización regulados por p130Cas, Grb2, 
SOS, Crk, C3G y MAPK incluyendo JNK, ERK. (Figura 8) (Romer et al., 2006). La 
activación de JNK mediada por la vía p130Cas/Crk/DOCK180/Rac induce la expresión 
de MMP (matrix metalloproteinases) y la invasión celular (McLean et al., 2005). 
Todos estos datos indican que paxilina, FAK y p130Cas desempeñan funciones 
esenciales en la formación y regulación de las adhesiones focales. Paxilina y sus 
modificaciones, como la fosforilación en tirosinas, parecen ser cruciales en la 
regulación de la formación de las adhesiones focales, así como en la transducción de 
señales mediadas por integrinas (Brown y Turner 2004). En humanos se han 
identificado 4 isoformas de paxilina resultantes de splicing alternativo, α, β, γ y δ que 
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parecen tener funciones fisiológicas distintas en los complejos de las adhesiones 
focales. La isoforma α se expresa tanto en tejidos normales como en células tumorales, 
mientras que las isoformas β y γ solo se expresan en células tumorales (Mazaki et al., 
1997; Mazaki et al., 1998). 
FAK es una tirosina-quinasa no receptor que actúa como regulador primario de 
la señalización de la adhesión focal regulando la proliferación, supervivencia y 
migración celular (Provenzano y Keely 2009). FAK tiene un papel crítico en la 
mediación del comportamiento celular dependiente de la ECM. La adhesión celular 
provoca la fosforilación de FAK, en asociación con la formación de contactos focales 
(Parsons 2003). FAK ha sido relacionado con el cáncer y la invasión tumoral 
(Avizienyte y Frame 2005; Hsia et al., 2003; Luo y Guan 2009; Provenzano y Keely 
2009). 
La proteína adaptadora p130Cas es el principal sustrato de Src involucrado en la 
señalización de integrinas. La fosforilación en tirosinas de p130Cas en las adhesiones 
focales se ha asociado a la activación de la migración celular, invasión, proliferación y 
supervivencia. p130Cas es un componente de las adhesiones focales durante las etapas 
de ensamblaje y desensamblaje, aunque resida temporalmente en las adhesiones focales 
con una alta fracción móvil (Donato et al., 2010). 
 
 
Figura 8. Vías de señalización resultantes de la adhesión celular mediada por integrinas. Tras la 
interacción con talina, FAK es fosforilado por Src, permitiendo la interacción de FAK con diferentes 
proteínas como paxilina, p130Cas, Grb2, SOS, Crk, C3G los cuales activan las rutas de ERK, JNK y Rho 
(adaptado de Guan 2010). 
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Adhesión celular y LMC 
En células de LMC, la proteína oncogénica Bcr-Abl se une a paxilina, que 
probablemente usa como sustrato o sitio de acoplamiento para perturbar, o incluso 
inhibir, la adhesión normal (Turner 2000). Bcr-Abl fosforila un gran número de 
proteínas asociadas a actina y adhesiones focales como tensina, talina, FAK, vinculina y 
paxilina. Se ha descrito que paxilina además de ser fosforilada también es degradada en 
células que expresan Bcr-Abl. En células NIH3T3 transformadas con Bcr-Abl, se ha 
observado la acumulación de varias formas de paxilina de menor peso molecular (46 y 
33 kDa) que también se encuentran fosforiladas en residuos de tirosina (Salgia et al., 
1997). Estas formas de menor peso molecular son posiblemente proteínas de 
señalización ya que se ha visto que la proteína adaptadora CrkL (Salgia et al., 1995c) y 
la protooncoproteína Cbl (Salgia et al., 1996a; Salgia et al., 1995c) forman complejo 
con las mismas, en mayor medida que con la isoforma p68 (silvestre) de paxilina. De 
hecho, se ha observado un incremento de la fosforilación de residuos de tirosina de las 
formas p46 y p33 en células hematopoyéticas de LMC (Salgia et al., 1995c).  
La expresión de FAK parece ser importante para la regulación de la adhesión y 
proliferación de las células LMC. Se ha descrito que IFN-α es capaz de reparar el 
defecto de la vía de la integrina β1 a través de la restauración del contenido celular de 
FAK en células de LMC (Chang et al., 2003). Otros estudios demostraron que IFN-α2b 
es capaz de inhibir la proliferación mediante la restauración de la función de α5β1, 
incrementando la capacidad de unión de la integrina a fibronectina y regulando el 
aumento de la expresión génica de FAK en células de LMC (Niu et al., 2006).  
Las células de LMC expresan integrinas β1 como α5β1 y α4β1 (Lundell et al., 
1997; Schofield et al., 1999). Se ha demostrado que las vías de señalización mediadas 
por integrinas utilizan proteínas quinasas y de adhesión focal similares a las vías 
mediadas por Bcr-Abl (Lewis y Schwartz 1998; Lewis et al., 1996). Existen datos que 
indican que las proteínas involucradas en adhesión celular como FAK, p130Cas, 
paxilina, y también PI3K son activadas por integrinas β1 y Bcr-Abl de forma 
independiente (King et al., 1997; Salgia et al., 1995a; Schlaepfer et al., 1997). 
Bcr-Abl desregula la función de la integrina β1, lo que resulta en la disminución 
de adhesión y aumento de la movilidad de las células de LMC (Bhatia et al., 1996; 
Salesse y Verfaillie 2002; Skorski et al., 1998; Verfaillie et al., 1992). Aunque Bcr-Abl 
no altera los niveles de integrina β1 en la membrana (Bazzoni et al., 1996; Verfaillie et 
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al., 1992; Wertheim et al., 2002b) induce interacciones anormales entre la integrina β1 
y el citoesqueleto de actina (Bhatia et al., 1996). A diferencia de c-Abl, que se 
encuentra fundamentalmente en el núcleo, Bcr-Abl está primariamente (al menos un 
70% de la proteína) en el citoplasma estrechamente asociada con F-actina a través del 
dominio carboxilo-terminal de unión a actina (Figura 3) (McWhirter y Wang 1991; Van 
Etten et al., 1994; Verfaillie et al., 1992). La localización de Bcr-Abl en el citoesqueleto 
de actina ha sido señalada como la responsable de la adhesión anormal a fibronectina 
(Wertheim et al., 2003). Se ha descrito que las células de LMC tienen disminuida la 
capacidad de adherirse a las capas del estroma (Gordon et al., 1987), y a la fibronectina 
y sus fragmentos proteolizados, debido a alteraciones en la función de la integrina β1. 
Por otra parte, la adhesión al colágeno tipo IV y a la laminina está aumentada en las 
células de LMC (Verfaillie et al., 1992). Sin embargo, este tema es más complejo 
debido a que otros estudios muestran que la adhesión a fibronectina a tiempos cortos 
(30 minutos) se ve incrementada por Bcr-Abl, mientras que la adhesión a tiempos más 
largos se ve disminuida (Bazzoni et al., 1996). 
Rap1, una GTPasa de la familia Ras con funciones en 
adhesión 
Rap1 es un miembro de la familia de GTPasas Ras. La subfamilia Rap está 
compuesta por las proteínas Rap1a, Rap1b, Rap2a y Rap2b. Rap1 fue inicialmente 
identificada en fibroblastos como un posible supresor oncogénico capaz de revertir la 
morfología de células transformadas por K-Ras (Bos 1997; Bos 1998; Raaijmakers y 
Bos 2009; Zwartkruis y Bos 1999). 
Rap1 es regulada por un gran número de estímulos que incluyen factores de 
crecimiento y citoquinas, pero también por fuerza mecánica y estrés osmótico (Frische y 
Zwartkruis 2010). La regulación de Rap1 es llevada a cabo por proteínas GEF que 
estimulan la sustitución de GDP por GTP y su consiguiente activación. Los GEF de Rap 
se agrupan en varias familias, dependiendo de sus dominios funcionales, reflejo de sus 
diferentes señales activadoras: C3G, PDZ-GEF1/2 (o RA-GEF1/2), EPAC1/2 (o cAMP-
GEFI/II), CalDAG-GEFI/III (o Ras-GRP2/3), MR-GEF (o Repac), Dock-4, AND-34 y 
PLC (revisado por Stork y Dillon 2005), algunas de las cuales están representadas en 
la Figura 9. La inactivación de las proteínas Rap es llevada a cabo por GAPs que tienen 
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como función interrumpir la señalización de Rap1, hidrolizando el GTP en GDP. Los 
principales RapGAP son Rap1GAP1 y SPA-1 (revisado por Kooistra et al., 2007; Stork 
y Dillon 2005), representados en la Figura 9. Tras la activación, Rap1 sufre un cambio 
conformacional que expone el sitio de unión a efectores permitiendo su reclutamiento. 
Este reclutamiento desencadena la activación de una variedad de vías de señalización, 
entre las que destacan la señalización de integrinas y la activación de ERK (Stork 2003). 
Rap1-GTP se asocia con potenciales efectores, tales como RapL y RIAM (Rap1-GTP–
interacting adaptor molecule) que median la adhesión mediada por integrinas en células 
hematopoyéticas. B-Raf y Raf-1 son reclutados por Rap1-GTP a través del dominio de 
unión a Ras (RBD). En células que expresan B-Raf, como en células hematopoyéticas, 
Rap1 activa la señalización de ERK dependiente de B-Raf. Sin embargo, en células que 
no expresan B-Raf, como células T, Rap1 se une a Raf-1 antagonizando la señalización 
de ERK dependiente de Ras (Kooistra et al., 2007) (Figura 9). 
Entre las funciones reguladas por Rap1 se incluyen la proliferación, 
diferenciación y adhesión celular. En estudios realizados con ratones deficientes para 
Rap1a se ha visto que esta GTPasa es importante para la viabilidad embrionaria (Li Y. 
et al., 2007b). Rap1 tiene una función en la regulación de las señales dependientes de 
integrinas. Las acciones de Rap1 para promover la función de las integrinas están 
potenciadas por la consecuente activación de Rap1 por parte de las integrinas, 
sugiriendo un mecanismo de feedback positivo (Bos et al., 2001; Li L. et al., 2002).  
Además de su papel regulador de la adhesión, Rap1 regula vías de señalización, 
implicadas en proliferación y diferenciación, a través de la activación de las cascadas 
MAPK. En células megacariocíticas Rap1 induce la activación sostenida de ERK a 
través de B-Raf, necesaria para la diferenciación megacariocítica mediada por 
trombopoyetina (Garcia J. et al., 2001). En determinados tumores Rap1, mediante la 
regulación sobre ERK1/2, parece controlar la proliferación celular, por ejemplo la 
depleción de RapGAP en células de melanoma incrementa la actividad de ERK1/2, lo 
que resulta en el crecimiento del tumor (Zheng et al., 2009). Otros autores, describen 





Figura 9. Regulación y activación de proteínas efectoras de Rap1. Rap1 es activado por GEFs específicos 
(C3G, CalDAG-GEFs y cAMP-GEFs) e inhibido por GTPasas específicas (Rap1GAP1 y SPA-1) para la 




Rap1 también ha sido implicado en leucemias. En la línea celular 
hematopoyética TonB210, que expresa Bcr-Abl, Rap1 es activado por Bcr-Abl de 
manera dependiende de su actividad quinasa, lo que resulta en la activación de B-Raf y 
ERK. En células mieloides progenitoras SPA-1
-/-
 el nivel basal de la actividad de Rap1 
está incrementado. Células pre-leucémicas muestran aumento de la activación basal de 
Rap1 y activación constitutiva de ERK. Esto sugiere que el incremento de la actividad 
de Rap1 contribuye directamente a la activación de ERK y a la expansión de las células 
progenitoras hematopoyéticas (Ishida et al., 2003; Mizuchi et al., 2005; Stork y Dillon 
2005). El mecanismo por el cual Bcr-Abl activa a Rap1 es controversial. Se ha 
demostrado una unión directa de CrkL (la principal molécula adaptadora de C3G) a 
Bcr-Abl (Uemura et al., 1997), sin embargo algunos estudios han puesto de manifiesto 
una disrupción del complejo CrkL/C3G en células que expresan Bcr-Abl (de Jong et al., 
1997b; revisado por Stork y Dillon 2005). Por otra parte, nuestro grupo demostró que en 
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células de LMC, K562 y en células hematopoyéticas de ratón BaF3, que expresan Bcr-
Abl, la interacción C3G/CrkL incrementa con la inhibición de Bcr-Abl lo que resulta en 
el aumento de la activación de Rap1 (Gutierrez-Berzal et al., 2006). Rap1 también es 
necesario para la adhesión inducida por las citoquinas G-CSF, IL-3 y EPO, y mediada 
por la integrina β1, en la línea celular pro-mielocitica 32D (revisado por Stork y Dillon 
2005). Finalmente, recientemente, en colaboración con el grupo de la Dra. Porras hemos 
demostrado que Rap1 regula positivamente a p38α MAPK en MEFs (fibroblastos 
embrionarios de ratón) sometidos a estrés (Gutierrez-Uzquiza et al., 2009).  
C3G, un GEF de Rap 
C3G (Crk-SH3-domain-binding guanine nucleotide-releasing factor) es una 
proteína intercambiadora de nucleótidos de guanina o GEF de dos miembros de la 
familia de proteínas Ras: Rap1/2 y R-Ras (Gotoh et al., 1995). Además, C3G puede 
activar otras proteínas de la superfamilia Ras, incluyendo TC21 y la proteína 
relacionada con Cdc42, TC10 (Ehrhardt et al., 2002). Tiene como nombres alternativos 
RapGEF1, GRF2 y DKFZp781P1719. Aunque C3G se expresa ubicuamente, se han 
visto algunas diferencias en sus niveles de expresión específicas de tejido. En humanos, 
tejidos como placenta, corazón, músculo esquelético y cerebro fetal muestran un mayor 
grado de expresión de C3G en comparación con otros tejidos como hígado (Tanaka et 
al., 1994). C3G es activado a través de su asociación con CrkL formando un complejo 
que se une a sitios de fosforilación de tirosina de receptores tirosina quinasa (Ichiba et 
al., 1997). 
La proteína C3G fue el primer GEF de Rap identificado (Gotoh et al., 1995), 
originalmente aislado como una molécula de interacción con Crk (homologo celular de 
la oncoproteína v-Crk) (Knudsen et al., 1994; Matsuda et al., 1992; Tanaka et al., 
1994). La secuencia nucleotídica de C3G presenta un marco de lectura abierto (ORF) de 
3231 pares de bases que codifican una proteína de 1077 residuos. El gen humano 
comprende 24 exones, que abarcan 163 kilobases en el cromosoma 9q34.3 (Takai et al., 
1994). En humanos existen predominantemente 2 isoformas, que se forman por 
procesamiento alternativo y difieren en su región amino-terminal (revisado por Radha et 
al., 2011). La Figura 10 representa la estructura proteica de C3G, la cual se organiza en 
diferentes dominios funcionales. C3G posee un dominio catalítico en el extremo 
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carboxilo responsable, junto con el dominio REM (Ras-Exchange-Motif), del 
intercambio de nucleótidos de guanina (Boguski y McCormick 1993; Rebhun et al., 
2000). En la región central C3G posee cuatro regiones ricas en prolina, que contienen la 
secuencia consenso PXXP, a través de las cuales interacciona con proteínas que 
contienen dominios SH3, por lo que esta región recibe el nombre de dominio SH3-
binding (Knudsen et al., 1994; Lim y Richards 1994). Las moléculas Crk (Knudsen et 
al., 1994; Tanaka et al., 1994), Hck (Shivakrupa et al., 2003) y c-Abl (Radha et al., 
2007) interaccionan directamente con el dominio SH3-binding de C3G. C3G posee una 
quinta región rica en prolinas en posición amino del dominio SH3-b que interacciona 
con p130Cas (Kirsch et al., 1998). El extremo más amino-terminal, concretamente los 
residuos 144 a 230 son responsables de la interacción con E-cadherina (Hogan et al., 
2004). Se ha detectado que esta región funciona como elemento regulador negativo de 
la actividad catalítica de C3G. El efecto negativo se elimina cuando C3G es fosforilado 
en la tirosina 504 y tras la unión de p130Cas a las prolinas 267 y 270 (Ichiba et al., 
1999). 
Recientemente, se ha descrito una isoforma de 87 kDa de C3G, denominada 
p87C3G (Gutierrez-Berzal et al., 2006), que carece de los primeros 305 aminoácidos de 
la proteína. Esta región comprende el dominio de unión a E-cadherina, el sitio de unión 
a p130Cas y la primera región de poliprolinas (Figura 10). La expresión de esta 
isoforma está incrementada en líneas celulares que expresan Bcr-Abl y en pacientes de 
LMC al tiempo del diagnóstico y su expresión disminuye tras el tratamiento con 
Imatinib (Gutierrez-Berzal et al., 2006). 
 
 
Figura 10. Representación de la organización de los dominios de C3G. El dominio catalítico, que se 
encuentra en la región C-terminal, es responsable, junto con el dominio REM de la función 
intercambiadora de nucleótidos de guanina. La región central está compuesta por el dominio SH3-binding 
que contiene 4 secuencias ricas en prolinas que se une a los dominios SH3 de Crk, c-Abl y Hck, así como 
por otra zona rica en prolinas adicional en posición amino del dominio SH3-b, que se une a p130Cas. La 
región N-terminal contiene el dominio de unión a E-cadherina. C3G se activa con la fosforilación de su 





Interacciones proteicas de C3G  
Los dominios SH3 son dominios de interacción proteína-proteína que median la 
formación de complejos proteicos específicos y contribuyen a la transmisión de señales 
extracelulares, típicamente a través de la unión a secuencias ricas en prolinas (Birge et 
al., 2009). Hasta la fecha se sabe que C3G interacciona directamente con las proteínas 
portadoras de dominios SH3, Crk, Abl, Hck y p130Cas. En particular, Crk y C3G están 
asociadas constitutivamente formando complejos Crk-C3G, necesarios para la posterior 
activación de Rap1 (He et al., 2011; Nolz et al., 2008). Existen otras proteínas, como 
Cbl y paxilina, que aunque no interaccionan de forma directa forman parte de complejos 
proteicos donde también se localiza C3G, mientras que otras participan en los mismos 
procesos celulares que C3G, como Abi1/2 que está involucrada en adhesión (Li Y. et 
al., 2007a). 
Proteínas Crk 
Las proteínas Crk son proteínas adaptadoras que poseen dominios SH2 y SH3 
representados en la Figura 11, a través de los cuales interaccionan con otras proteínas 
como p130Cas, paxilina, y Gab1, vía el dominio SH2, o Bcr-Abl, DOCK180, Abl 
(Salgia et al., 1996b), Sos y C3G a través del SH3 (Alsayed et al., 2000). Con Cbl 
interacciona con ambos dominios (Keane et al., 1999). La familia de Crk incluye cuatro 
miembros afines en estructura y funcionalidad: v-Crk, CrkI, CrkII y CrkL. CrkL es uno 
de los principales sustratos de Bcr-Abl y se encuentra constitutivamente fosforilado en 
residuos de tirosina en pacientes con LMC, siendo la fosfoproteína más abundante en 
sangre periférica de los pacientes (de Jong et al., 1997a; Senechal et al., 1996). Se une a 
Bcr-Abl a través del dominio SH3 amino-terminal y se sabe que interacciona con varias 
proteínas que han sido implicadas en la señalización de integrinas, como Cbl, Cas, Hef-
1 y paxilina (Uemura et al., 1999). 
 
 
Figura 11. Estructura de los dominios de CrkL que contiene dominios SH3 y un dominio SH2 que posee 





La formación del complejo Crk-C3G se regula por la fosforilación del residuo 
Y221 del dominio SH3 carboxilo de Crk, que induce la disociación de C3G. Esta 
fosforilación es llevada a cabo por quinasas como Abl al unirse al dominio SH2 de Crk 
(Feller et al., 1994; Okada et al., 1998). La unión de los complejos Crk-C3G a 
receptores activados y sus sustratos conduce a la redistribución de C3G en la célula, 
presumiblemente a zonas donde se encuentra su efector Rap1 (revisado por Feller 
2001). La fosforilación de C3G en la tirosina 504 modifica la actividad de C3G, pero no 
su interacción con Crk (Ichiba et al., 1999). 
Los complejos C3G-Crk y C3G-CrkL están presentes en muchos tipos de células 
y se sabe que se forman en respuesta a la estimulación con insulina, a la activación de 
integrinas y en respuesta a otros estímulos como EGF, eritropoyetina, interleucina-3 y la 
adhesión de neuronas regulada por la tirosina quinasa Lyn (Buensuceso y O'Toole 2000; 
revisado por Feller 2001; He et al., 2011; Nosaka et al., 1999; Okada y Pessin 1997; 
Okada et al., 1998). En células hematopoyéticas la sobre-expresión de CrkL incrementa 
la adhesión a las proteínas de la ECM a través de integrinas β1 (Uemura et al., 1999).  
Familia p130Cas  
En esta familia se incluyen p130Cas, la proteína homologa Hef1/Cas-L y Efs/Sin 
(Feller 2001). Al igual que las proteínas de la familia Crk, las proteínas p130Cas son 
proteínas adaptadoras con múltiples secuencias y dominios que les permite interaccionar 
con otras proteínas (Figura 12). Presentan en su región amino-terminal un dominio SH3 
único al que se une directamente C3G, concretamente a una región comprendida entre 
los aminoácidos 247-280 de C3G, anterior al dominio SH3-binding (Kirsch et al., 
1998). También posee varias tirosinas fosforilables concentradas en una región, que se 
disponen siguiendo la secuencia YXXP, reconocible por dominios SH2. Además recluta 
proteínas tirosina-quinasa de las familias FAK y Src, tirosina-fosfatasas como PTP1B y 
forma complejo con Crk, estando implicados los complejos Crk-p130Cas en la 
regulación del citoesqueleto de actina (revisado por Birge et al., 2009; Bouton et al., 
2001). El reclutamiento de C3G a la membrana plasmática permite su unión con 
p130Cas, incrementando en estas zonas la asociación de Rap1-GTP a las integrinas tipo 
β1, lo que conduce a un aumento de la afinidad de éstas por la ECM (revisado por Birge 
et al., 2009). Es probable que la activación de C3G coincida con su unión a p130Cas y 
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con la activación, inducida por Src, en respuesta a la adhesión celular a la ECM o la 
estimulación por citoquinas o por mecanotransducción (Ichiba et al., 1999).  
 
 
Figura 12. Estructura de p130Cas. Destaca un dominio SH3, dominios ricos en prolinas P1 y P2 y un 
dominio de unión a dominios SH2 que tiene como secuencia consenso YxxP. Y: tirosinas, P: prolinas. 
 
 
Se ha descrito que en células de LMC, K562, p130Cas no está fosforilado en las 
tirosinas o unido a Crk, encontrándose Crk predominantemente asociado al 
protooncogén Cbl a través del dominio SH2 de Crk (Ribon et al., 1996). De forma 
divergente, Salgia y colaboradores describen que en células hematopoyéticas que 
contienen Bcr-Abl y en pacientes de LMC, p130Cas se encuentra fosforilado en 
tirosinas y asociado a Bcr-Abl a través del dominio SH2 de CrkL. Tanto en células 
normales como en células que expresan Bcr-Abl, p130Cas se encuentra en las 
adhesiones focales asociada con FAK y paxilina (Salgia et al., 1996b).  
Cbl  
Las proteínas Cbl controlan múltiples procesos celulares actuando como ligasas 
de ubiquitina y como moléculas adaptadoras multifuncionales. Están involucradas en el 
control de la proliferación y diferenciación celular, y morfología de la célula (revisado 
por Rao et al., 2002). Las proteínas Cbl de 120 kDa se unen al dominio SH2 de 
Crk/CrkL a través de residuos de tirosina fosforilados, formando complejos que se 
pueden encontrar de forma constitutiva o inducible dependiendo del tipo celular. 
También contienen dominios ricos en prolinas que se unen a dominios SH3 (Figura 13) 
(Feller 2001) y se ha descrito que puede interaccionar con el dominio SH3 de Crk 
(Keane et al., 1999). 
 
Figura 13. Estructura de los dominios de Cbl. Contiene dominios ricos en prolinas (SH3-b) y un dominio 





 Se ha encontrado una relación funcional entre Cbl y C3G en diferentes sistemas 
celulares. En células T Cbl-/- la interacción entre CrkL y C3G, así como la activación de 
Rap1 están incrementadas, lo que conlleva a un aumento de adhesión (Uemura y Griffin 
1999; Zhang et al., 2003). En células T activadas, C3G interacciona con Cbl y este 
último con el dominio SH2 de Crk (Reedquist et al., 1996). Por otra parte, Cbl se une al 
dominio SH2 de Bcr-Abl a la vez que puede unirse al dominio SH3 o SH2 de Grb2 
(Bhat et al., 1997; Fukazawa et al., 1995; Meisner et al., 1995; Park et al., 1998). En 
células 32Dcl3 la interacción de Cbl con Bcr-Abl puede ser directa, a través de residuos 
de tirosina fosforilados que se unen al dominio SH2 de Bcr-Abl. Dicha unión puede ser 
también indirecta a través de CrkL que se une directamente al dominio rico en prolinas 
de Bcr-Abl a través de su dominio SH3 (Bhat et al., 1997). De hecho, Bcr-Abl puede 
inducir la fosforilación en tirosinas de Cbl y la formación de un complejo multiproteico 
que contiene Bcr-Abl, Cbl, CrkL y PI3K (revisado por Dikic et al., 2003; Ribon et al., 
1996; Sattler et al., 1996).  
Abi1/2 
Las proteínas Abi (Abelson interacting protein) de mamíferos están 
representadas por tres miembros, Abi1 (también conocido como e3b1), Abi2 y NESH 
(Biesova et al., 1997; Dai y Pendergast 1995; Miyazaki et al., 2000; Shi et al., 1995; 
Ziemnicka-Kotula et al., 1998). Abi1 y Abi2 fueron inicialmente identificadas como 
moléculas de unión a c-Abl, v-Abl y Bcr-Abl (Dai y Pendergast 1995; Shi et al., 1995). 
La región amino-terminal de Abi1 contiene un 23% de serina-treoninas, la región 
central está constituida por varias extensiones de poliprolina y la región carboxilo-
terminal consiste en un dominio SH3 (Figura 14). La región de poliprolinas incluye 
varias copias del motivo consenso PXXP de los sitios de unión a SH3, sugiriendo que 
puede unirse, a través de dominios SH3, tanto a sí misma como a c-Abl o otras 
proteínas (Dai y Pendergast 1995). 
 
 
Figura 14. Estructura de los dominios de Abi1/2. Contiene una región central rica en prolinas (SH3-b) y 





Hasta la fecha se sabe que los dominio SH3 y las secuencias carboxilo-terminal 
ricas en prolinas de Abi1/2 son necesarias para la interacción especifica con Abl (Dai y 
Pendergast 1995; Dai et al., 2001; Shi et al., 1995). La unión de Abi1 al dominio SH3 
de Abl bloquea la transformación oncogénica inducida por v-Abl, lo que indica un papel 
negativo en la función quinasa de Abl o en la selección de sus dianas. Por otra parte, la 
unión del dominio SH3 de Abi1 con las secuencias ricas en prolinas de Abl, activa la 
capacidad de transformación de Abl (Dai y Pendergast 1995; Shi et al., 1995) Estos 
datos indican que Abi1/2 juega un papel dual como regulador y potencial efector de 
Abl.  
Posteriormente se describió que Abi1/2 parece tener un papel en la señalización 
de la adhesión y proliferación celular. En líneas celulares hematopoyéticas, la expresión 
de Bcr-Abl induce la fosforilación en tirosinas de Abi1 y el transporte del complejo 
Abi1/WAVE2 a un sitio adyacente a la membrana donde se reune con paxilina, 
vinculina y integrina β. Asimismo, la disrupción de la interacción entre Bcr-Abl y Abi a 
través de mutaciones en Bcr-Abl o Abi, provoca la inhibición de la reorganización del 
citoesqueleto de actina y la adhesión celular a fibronectina (Li Y. et al., 2007a).  
Paxilina 
La paxilina es crucial en la regulación de la formación de las adhesiones focales 
y en la transducción de señales mediadas por integrinas. En su estructura proteica 
contiene una secuencia rica en prolinas que interacciona con el dominio SH3 de Src 
(Brown et al., 1998; Ren R. et al., 1993; Turner et al., 1999). Cuando se encuentra 
fosforilada por FAK y Src recluta moléculas efectoras como Crk, la principal proteína 
de unión a C3G. Hasta la fecha se sabe que C3G es necesario para la formación y 
estabilización de focos de adhesión formados por integrina β1 y paxilina (Voss et al., 
2003). Paxilina, de forma similar a C3G, interacciona con el oncogén Bcr-Abl, lo que 
perturba la adhesión y proliferación celular normal (Turner 2000). Además, paxilina es 
un sustrato del oncogén Bcr-Abl en líneas celulares mieloides (Salgia et al., 1995c). De 
hecho, se ha descrito que el dominio SH2 de CrkL interacciona con paxilina, sugiriendo 




Funciones de C3G  
C3G juega un papel crucial en varios procesos celulares los cuales están 
resumidos en la Figura 15. C3G es un gen esencial en el desarrollo embrionario del 
ratón (Ohba et al., 2001) y participa en la adhesión celular mediada por integrinas a 
través de su interacción con Crk y p130Cas (Arai et al., 1999; Kirsch et al., 1998; Li L. 
et al., 2002). También, está implicado en el establecimiento de las uniones adherentes 
dependientes de E-cadherina, concretamente C3G interviene en las etapas iniciales de la 
formación de la unión célula-célula, gracias a su interacción directa con E-cadherina 
(Balzac et al., 2005; Hogan et al., 2004). C3G, al igual que su efector Rap1, es capaz de 
inhibir la actividad transformante de varios oncogenes como ras, sis, v-raf 1, dbl y R-
ras, a través de un mecanismo independiente del dominio GEF pero dependiente del 
dominio SH3-b (Guerrero et al., 2004; Guerrero et al., 1998). Este efecto supresor de 
C3G involucra la activación de fosfatasas de la familia PP2A que inhiben ERK, lo que 
resulta en la inhibición de la expresión de ciclina A y, consecuentemente, en la pérdida 
de la capacidad que tienen las células tumorales de vivir con independencia de anclaje al 
sustrato (Guerrero et al., 2004; Martin-Encabo et al., 2007). En esta línea, ratones 
deficientes en C3G muestran un incremento de la proliferación del neuroepitelio 
cortical, lo que indica que el tamaño de la población de precursores neuronales 
corticales está controlado por la inhibición de la vía de Ras mediada por C3G (Voss et 
al., 2006). C3G tiene además un papel en la fijación y migración de las células 
neuronales corticales a través de la activación de Rap1 (Voss et al., 2008). Por otra 
parte, estudios en células cotransfectadas demostraron que C3G colabora con Hck en la 
inducción de apoptosis y que al igual que su actividad supresora de la transformación, 
este efecto es independiente del dominio catalítico (Shivakrupa et al., 2003). C3G es 
esencial para la maduración vascular (Voss et al., 2003) y regula la maduración y 
expansión de los timocitos, mediante la activación de Rap1 (Nolz et al., 2008). 
También, participa en el transporte de glucosa en adipocitos y células musculares a 
través de la activación de TC10, que es translocado a balsas lipídicas en la membrana 
plasmática junto con CrkII y Cbl (Chiang et al., 2001). A continuación se describe con 





Figura 15. Proteínas que interaccionan con C3G y su implicación en las vías que llevan a funciones 
específicas. Estas proteínas interaccionan con el dominio rico en prolinas de C3G a través de dominios 
SH3 con la excepción de algunas como E-cadherina (Radha et al., 2011). 
 
C3G en adhesión y migración celular 
A través de su efector Rap, C3G juega un papel muy importante en la 
señalización mediada por integrinas. MEFs knock-out para C3G, en los que se observa 
una deficiencia de la activación de Rap1, presentan una inhibición de la adhesión 
celular, desajustes en la expansión celular y aumento de la migración celular (Ohba et 
al., 2001; Voss et al., 2003). Se ha descrito que la fosforilación en tirosinas de C3G, 
como respuesta a la adhesión en células NIH3T3, aumenta su habilidad para asociarse 
con estructuras del citoesqueleto (de Jong et al., 1998). Otros estudios han demostrado 
que la sobre-expresión de C3G resulta en la formación de filopodios en células 
epiteliales y en células transformadas con v-Abl, lo que indica que C3G está 
involucrado en vías de señalización que regulan la reorganización de actina (Lee H. et 
al., 2008; Radha et al., 2007).  
En estudios anteriores se ha descrito la importancia de la interacción de C3G con 
Crk en la estimulación de adhesión. En células hematopoyéticas el complejo CrkL-C3G 
activa a las integrinas α4β1 y α5β1, posiblemente a través de la activación de Rap (Arai 
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et al., 1999; Buensuceso y O'Toole 2000). Por otra parte, la interacción entre C3G y 
CrkII parece controlar la migración celular (Valles et al., 2004). 
Estudios con los dominios SH2 y SH3 de p130Cas, identificaron la interacción 
directa de p130Cas con FAK y C3G respectivamente (Kirsch et al., 1998). Otros 
estudios sugieren que la adhesión celular induce la activación de Rap1 a través de la 
regulación positiva de la vía de señalización p130Cas-Crk-C3G (Sakakibara et al., 
2002). Por otra parte, CrkL media la interacción entre Cbl y C3G incrementando la 
migración celular (Uemura y Griffin 1999).  
C3G se localiza e interviene en las interacciones proteicas que se producen en 
las adhesiones focales (Feller 2001; Nievers et al., 1997). Entre las proteínas que 
forman parte de los complejos proteicos de los focos de adhesión, se encuentran, 
además de C3G, paxilina, p130Cas, quinasas como FAK, Src, Abl, Syk/ZAP y Csk, 
proteínas de las rutas de Ras, PI3K, PKC, JNK y proteínas adaptadoras como Cbl, Crk, 
Nck, Grb-2 (Miranti y Brugge 2002). En fibroblastos, la quinasa Src es esencial para las 
adhesiones focales a través de la activación de C3G-Rap1 (Li L. et al., 2002; revisado 
por Radha et al., 2011). 
 
C3G en apoptosis y supervivencia celular
Como ya se ha comentado, C3G colabora con la quinasa de células 
hematopoyéticas Hck en la inducción de apoptosis. Este efecto apoptótico es 
independiente de la fosforilación de la tirosina 504 y del dominio catalítico de C3G, 
pero requiere de la actividad catalítica de Hck. Esta vía apoptótica involucra las 
caspasas 1, 8 y 9 (Shivakrupa et al., 2003). Por otra parte, C3G es un sustrato de c-Abl 
en la inducción de muerte celular por stress oxidativo. La apoptosis mediada por c-Abl 
requiere tanto de la actividad catalítica de C3G como de su fosforilación en la tirosina 
504 (Mitra A. y Radha 2010). Sin embargo, en líneas celulares de neuroblastoma C3G 
induce supervivencia en respuesta a la retirada de suero (Radha et al., 2008).  
En colaboración con el grupo de la Dra. A. Porras hemos demostrado que C3G 
regula negativamente a p38α MAPK, jugando un papel dual en la regulación de la 
muerte celular en MEFs, dependiendo del estimulo. Así, en células expuestas a la 
privación de suero, C3G induce supervivencia mediante la inhibición de la actividad 
pro-apoptótica de p38α MAPK. Mientras que como respuesta al estrés oxidativo, C3G 
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se comporta como una proteína pro-apoptótica, a través de la regulación negativa sobre 
p38α, la cual bajo estas condiciones funciona como anti-apoptótica (Gutierrez-Uzquiza 
et al., 2009). 
 
Cascadas de señalización reguladas por C3G  
C3G actúa como GEF para Rap1 y R-Ras a través de su dominio catalítico 
(Gotoh et al., 1997; Gotoh et al., 1995), pero también ejerce funciones independientes 
de su actividad GEF, como su función supresora de la transformación inducida por 
varios oncogenes, la cual depende de su dominio rico en prolinas (Guerrero et al., 2004; 
Guerrero et al., 1998). 
C3G ha sido implicado principalmente en dos rutas de transducción de señales, 
ERK1/2 y JNK, a través de su actividad sobre Rap1 y R-Ras respectivamente (Figura 
16). Así, la activación de Rap1 por C3G induce la activación sostenida de ERK en 
células que expresan B-Raf, como neuronas y células hematopoyéticas (Eychene et al., 
1995; Kao et al., 2001; Mizuchi et al., 2005; Wu et al., 2001; York et al., 2000). C3G 
también activa a Ras en células hematopoyéticas estimuladas con eritropoyetina o 
interleucina-3 (Figura 16) (Nosaka et al., 1999). 
C3G, a través de R-Ras, activa la ruta de JNK en respuesta a citoquinas y señales 
de estrés y media la proliferación y la capacidad de crecer en ausencia de adhesión al 
sustrato (Tanaka et al., 1997). Además, en respuesta a adhesión celular mediada por 
integrinas en fibroblastos, la asociación de p130Cas con C3G lleva a la localización de 
C3G cerca de Src y FAK en las adhesiones focales resultando en la activación de JNK 
(Figura 16) (Li L. et al., 2002). 
Además, se ha descubierto un posible papel de C3G en la activación de algunos 
miembros de la familia Rho, como Cdc42 y TC10 (Ehrhardt et al., 2002). Finalmente, 
como ya se ha señalado, C3G participa en la ruta de señalización de p38 MAPK 





Figura 16. Representación de las vías de señalización reguladas por C3G en células hematopoyéticas. La 
activación de ERK está mediada por Ras/Raf y Rap1/B-Raf en células estimuladas con eritropoyetina 
(EPO) o interleucina-3 (IL3). La vía de JNK es activada por citoquinas y señales de estrés a través de R-
Ras/Raf-1 y mediante adhesión celular que promueve la localización de C3G en las adhesiones focales. 
 
p38 MAPKs 
La subfamilia p38 MAPK pertenece a la familia de las MAPK y puede ser 
activada en respuesta a una gran variedad de estímulos de estrés (cambios en la 
osmolaridad, radiación UV, estrés oxidativo, etc) y citoquinas pro-inflamatorias (TNF-α 
o IL1). No obstante, también pueden ser activadas por otros tipos de estímulos, 
incluidos numerosos factores de crecimiento. Regulan diversas funciones celulares 
como son la respuesta al estrés, apoptosis, proliferación, diferenciación, migración y 
otros procesos implicados en el desarrollo (revisado por Nebreda y Porras 2000; Ono y 
Han 2000). La familia de las p38 MAPKs está constituida por cuatro isoformas: p38α, 
β, γ y δ, que comparten más de un 60% de homología (Goedert et al., 1997; Jiang et al., 
1996; Jiang et al., 1997; Li Z. et al., 1996). La p38α es la isoforma más ubicua y de 
mayor expresión y aunque la p38β también se expresa en la mayoría de los tejidos, sus 
niveles suelen ser mucho menores que los de p38α. Por el contrario, la p38γ se expresa 
preferentemente en el musculo esquelético y la p38δ en los pulmones, testículos, 
páncreas e intestino delgado (Cuenda y Rousseau 2007; Goedert et al., 1997; revisado 
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por Nebreda y Porras 2000). Los niveles de activación de las cuatro isoformas varían en 
respuesta a diferentes estímulos, lo que sugiere que estas isoformas están 
específicamente reguladas a través de sus distintos activadores. Muchos de los datos 
disponibles sobre las p38 MAPK se han obtenido mediante el uso de inhibidores 
químicos de la p38α y β, como el SB203580 y el SB202190. Estos inhibidores 
interaccionan con la tirosina 106 de la zona de unión al ATP, impidiendo su unión al 
ATP (Cuenda y Rousseau 2007). 
Ratones deficientes en p38α, mueren a mitad del desarrollo embrionario (Adams 
et al., 2000; Mudgett et al., 2000) mientras que los ratones deficientes en p38β, p38γ y 
p38δ y doble para p38γ/p38δ (Beardmore et al., 2005; Sabio et al., 2005) son viables y 
fértiles (revisado por Aouadi et al., 2006). Se ha descrito que p38α se activa en procesos 
relacionados con la inflamación, como por ejemplo en la estimulación de macrófagos 
por endotoxinas bacterianas (lipopolisacarido o LPS) (Han et al., 1994) y en la 
estimulación de células endoteliales con TNF-α (Modur et al., 1996). p38 MAPK 
también puede ser activada por muchas otras señales como GM-CSF, FGF, 
eritropoyetina, IL-3, EGF, NGF o PDGF en distintos tipos celulares (revisado por 
Nebreda y Porras 2000; Ono y Han 2000). Así mismo, se activa por algunos agentes 
quimioterapéuticos como el cisplatino (Bragado et al., 2007) y en respuesta a señales de 
estrés como la radiación UV o el estrés oxidativo (revisado por Ono y Han 2000). La 
activación de p38 no solo depende del estimulo, sino también del tipo celular. Las rutas 
de transducción de señales que regulan la(s) cascada(s) de las p38 MAPK son muy 
diversas, lo que explica en parte que p38 pueda ser activada por muchos estímulos. Las 
p38MAPK son activadas por MAPK quinasas (MKK) que a su vez son activadas por 
MAPK quinasa quinasas (MAP3K). Algunas GTPasas, como por ejemplo Rho, Rac y 
Cdc42 pueden regular la ruta de p38 (Figura 17) a través de la interacción con algunas 
MAP3K (MLK1, 2, 3) y/o con las PAK (p21 Activated Kinases) (Ono y Han 2000). En 
condiciones fisiológicas, la activación de las p38 MAPK suele ser transitoria y los 
niveles totales de proteína no cambian a lo largo del curso de la estimulación, por lo que 
la inactivación se produce por desfosforilación (revisado por Cuenda y Rousseau 2007; 
Ono y Han 2000; Zarubin y Han 2005). p38α y β tienen como sustratos MAPKAPk2 o 
MK-2 (MAP Kinase-Activated Protein Kinase 2) que fosforila a HSP27 (Heat Shock 
Protein 27) responsable de la reorganización de actina (Figura 17) necesaria para la 
migración celular, y MAPKAPk3 o MK3 (Rouse et al., 1994). Una vez activadas, estas 
quinasas fosforilan otras proteínas o factores de transcripción amplificando y 
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diversificando la señal transmitida por p38 MAPK. Del mismo modo, p38α y β también 
pueden fosforilar y activar directamente factores de transcripción como ATF-1/2, 
CHOP (C/EBP Homologue Protein), p53, MEF2C (Myocyte Enhancer Factor 2C) y 
MEF2A (Myocyte Enhancer Factor 2A), entre otros. Además, también han sido 
identificados como sustratos de p38α y β algunas proteínas del citoesqueleto, 
componentes de la maquinaria transcripcional y enzimas metabólicas tales como la 
glucógeno sintasa o la fosfolipasa A2 (revisado por Zarubin y Han 2005).  
 
 
Figura 17. Vía de señalización de p38 MAPK. La vía de p38 MAPK está compuesta por la MAPK (p38), 
la MAPKK (MKK3, 4 y 6) y la MAPKKK (PAK, MLK3, etc.). Esta ruta se conecta a los receptores de 
membrana o sensores de estrés mediante proteínas adaptadoras y GTPasas como Rac. La activación de 
p38 resulta en la fosforilación de varios factores de transcripción y también de quinasas citosólicas como 
MAPKAPk2 que fosforila al factor de polimerización de actina HSP27. 
 
Función de p38 MAPK en Apoptosis 
Las p38 MAPK median diferentes procesos de apoptosis en distintos tipos 
celulares, como la apoptosis inducida por la retirada de NGF en las células PC12 
(Mearow et al., 2002), por el tratamiento con TNF-α en los adipocitos marrones 
(Valladares et al., 2000) o por el receptor de células T en linfocitos (Hsu et al., 1999). 
En este último caso, las p38 MAPKs median la inducción de la expresión del ligando de 
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Fas. También está descrito que p38 MAPK media la translocación de Bax a la 
mitocondria en la apoptosis inducida por oxido nítrico en neuronas y en la inducida por 
radiación UV en queratinocitos (Sumbayev y Yasinska 2005; Van Laethem et al., 
2004). Las especies reactivas de oxigeno y de nitrógeno también inducen apoptosis a 
través de la activación de ASK1 y de p38 MAPK (Sumbayev y Yasinska 2005). 
Respecto a la isoforma p38α, datos previos del grupo de la Dra. A. Porras han 
demostrado la implicación de p38α MAPK en apoptosis ya que, tanto cardiomiocitos 
como MEFs deficientes en p38α son más resistentes a la apoptosis inducida por 
diferentes estímulos como la retirada de suero, la radiación UV, el ligando de Fas o un 
ionoforo de calcio, o incluso a la apoptosis en condiciones basales. Esto es debido a la 
menor expresión de proteínas pro-apoptóticas como Fas/CD95 y Bax, y a una mayor 
activación de las rutas de supervivencia mediadas por ERK y Akt (Porras et al., 2004; 
Zuluaga et al., 2007b). Por otra parte, p38α es capaz de inducir apoptosis por un 
mecanismo dependiente de ROS en los primeros estadios de la transformación tumoral, 
mediada por el oncogén Ras (Dolado et al., 2007). También se ha descrito la 
implicación de p38α, en la inducción de apoptosis, en respuesta al tratamiento con 
cisplatino en la línea celular HCT116 de cáncer de colon (Bragado et al., 2007). p38α 
puede contribuir a la respuesta apoptótica mediante la fosforilación y/o translocación de 
las proteínas de la familia de Bcl-2, lo que induciría la liberación del citocromo c de la 
mitocondria (Ghatan et al., 2000; Wang Q. y Wieder 2004), la activación de la caspasa 
8 (Schrantz et al., 2001), la regulación de la fragmentación de Bid y su consecuente 
activación y translocación a la mitocondria (Zhuang et al., 2000), así como la regulación 
de los procesos de formación de burbujas y condensación nuclear (Deschesnes et al., 
2001). En contraste, las p38 MAPK pueden tener un papel anti-apoptótico en algunos 
tipos celulares, como por ejemplo en cardiomiocitos, fibroblastos que han sufrido daño 
en el DNA o macrófagos activados (Zechner et al., 1998), entre otros. En algunos de 
estos casos, podría ser la isoforma β la responsable de este efecto de supervivencia, 
como parece ocurrir en cardiomiocitos, células Jurkat y células HeLa, donde se ha 
descrito que p38α induce apoptosis mientras que p38β favorece la supervivencia celular 
(Mackay y Mochly-Rosen 1999; Wang X. et al., 1998).  
 
Función de p38 MAPK en adhesión celular 
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Las p38 MAPK regulan la polimerización-despolimerización de la actina y la 
expresión de algunas moléculas de adhesión, como E-selectina (Laferriere et al., 2002) 
y pueden regular negativamente la adhesión celular. Células embrionarias de ratón 
deficientes en p38 muestran un incremento en la adhesión celular en gelatina, 
colágeno, fibrinógeno y fibronectina, juntamente con el aumento de la actividad de FAK 
y paxilina (Guo Y. L. y Yang 2006). En contraste, en células de melanoma humano, 
estimuladas con acido araquidónico, la adhesión celular se ve incrementada a través de 
RhoA y ROCKII vía la asociación, dependiente de p38 MAPK, de HSP27 y 
p115RhoGEF (Garcia M. C. et al., 2009). Por otra parte, el grupo de la Dra. A. Porras 
ha descrito una regulación cruzada entre p38 MAPK y Rac1, donde p38α en ausencia de 
suero incrementa la actividad de Rac1 mediante la formación del complejo caveolina1-
Rac1, mientras que en presencia de suero p38α disminuye la actividad de Rac-1. La 
formación de este complejo requiere la fijación celular posiblemente a través de un 
mecanismo dependiente de la activación de integrinas y/o cadherinas, ya que se produce 
en ausencia de factores de crecimiento (Zuluaga et al., 2007b). En células PC12 
estimuladas con NGF, p38α fosforila la paxilina en el residuo Ser83 (Cuenda y 
Rousseau 2007). La integrina α2β1 media la activación especifica de la isoforma p38α, 
donde Cdc42, MMK3 y MMK4 son posibles efectores (Ivaska et al., 1999). Se ha 
descrito que p38 MAPK es activada por la integrina β1 a través de p95Vav y Rac1 
(Mainiero et al., 2000). En células de linfoma Karpas 299, se ha demostrado que la 
inhibición de p38 MAPK, a través de su inhibidor SB203580, desfosforila la integrina 
β1 resultando en la disminución de la adhesión celular a fibronectina y colágeno (Sato 
et al., 2005). 
 
p38 MAPK en LMC 
El papel de las diferentes isoformas de p38 MAPK en la LMC no está claro. Se 
ha demostrado que la sobre-expresión de Bcr-Abl suprime la ruta de p38 MAPK, cuya 
función es necesaria para la transcripción de genes dependientes de IFNα (Uddin et al., 
1999). Estos datos concuerdan con estudios posteriores que describen un incremento de 
la activación de p38 MAPK mediada por Rac1 en células KT-1 y pacientes LMC 
tratados con IFNα (Mayer I. A. et al., 2001; Platanias 2003; Uddin et al., 2000). 
Imatinib y otros inhibidores de Bcr-Abl como el ácido clorogenico inducen la apoptosis 
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a través de la fosforilación de p38 MAPK en células K562 y KT-1 (Bandyopadhyay et 
al., 2004; Kohmura et al., 2004; Parmar et al., 2004). Además, p38 es esencial para la 
actividad terapéutica del agente antitumoral cisplatino en células que expresan Bcr-Abl 
(Galan-Moya et al., 2008). Sin embargo otros estudios han demostrado una activación 
de p38 por la actividad quinasa de Bcr-Abl (Sanchez-Arevalo Lobo et al., 2005). 
Asimismo, se ha observado que p38 MAPK activa el ciclo celular, a través de la 
regulación de ciclina D(2), ciclina E y p27, lo que resulta en un incremento de la 
proliferación y, por consiguiente, de la progresión de la LMC (Guo X. et al., 2007).  
Dado que tanto C3G como p38 MAPK participan en funciones comunes dentro 
de la célula, como apoptosis y adhesión celular, y en base a los indicios existentes en la 
literatura sobre su participación en la LMC, nuestra hipótesis es que ambas proteínas 
forman parte de rutas comunes de apoptosis y adhesión celular que están desreguladas 
en LMC y contribuyen a la progresión tumoral. Por tanto, en este trabajo de Tesis nos 
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Líneas celulares y construcciones de expresión 
 
La línea celular humana K562, (ATCC, CCL 243), derivada de un paciente con 
leucemia mieloide crónica en crisis blástica, fue mantenida en cultivo en medio RPMI 
1640 con 10% de suero fetal bovino (FBS).  
Para el silenciamiento de la expresión de C3G (C3Gi) se utilizaron los oligonucleótidos 
hC3Gsi-F 5´-
GATCCCCCCACTATGATCCCGACTATTTCAAGAGAATAGTCGGGATCATA
GTGGTTTTTGGAAA-3´ y su reverso complementario hC3Gsi-R 5´-
AGCTTTTCCAAAAACCACTATGATCCCGACTATTCTCTTGAAATAGTCGG
GATCATAGTGGGGG-3´, donde la secuencia diana de C3G está marcada en negro y 
subrayado, y corresponde a los nucleótidos 1152-1170 de la secuencia humana (número 
de acceso D21239). Para el silenciamiento de p38α MAPK (p38i) la secuencia diana 
fue: 5´-GCACATGCCTACTTTGCTC -3´, correspondiente a los nucleótidos 909-927, 
con el número de acceso NM_139012, siendo el resto de la secuencia del 
oligonucleótido de 64 pb igual a la de C3G. Ambos oligos se clonaron en el plásmido 
pSuper.gfp/neo (Oligoengine) (Figura M-1) utilizando el sitio de corte de la enzima de 
restricción HindIII y BglII. La posición del oligo directo downstream a la caja TATA 
del promotor H1 permitió la transcripción del doble siRNA deseado. Las construcciones 
resultantes fueron denominadas pSuper-C3Gi y pSuper-p38αi. 
El mutante Rap1 dominante negativo (Rap1S17N, con Ser17 sustituida por Asn) 
se clonó en el plásmido pCEP4 utilizando el sitio de corte de la enzima de restricción 
BamHI.  
Para sobre-expresar C3G en células K562 se utilizó la construcción pLTR2C3G 
donde el cDNA completo de C3G de 3,2 kb está clonado en el sitio BamHI del vector 
pLTR2 (Guerrero et al., 1998). 
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Figura M-1. Esquema representativo del vector pSuper.gfp/neo utilizado para silenciar los genes humano 
C3G y p38. Este vector contiene el promotor H1 RNA polymerase III que lleva a la producción 
endógena del shRNA. 
 
Transfección de células K562 
Para obtener las cepas estables de K562 con las modificaciones de expresión 
génica descritas anteriormente, se lavaron 5-10 x 10
6 
células en 0,7 ml de RPMI sin 
suero y se resuspendieron en el mismo medio, previamente a su transfección mediante 
electroporación a 260V y 950µFa, con 25 µg de plásmido (vacío o con la secuencia 
diana) resuspendido en agua estéril. Tras la electroporación se añadió 800 µl de medio 
con suero y se dejó 5 minutos a temperatura ambiente. Pasadas 48 h de incubación en el 
medio RPMI con suero, las células transfectadas con las construcciones del plásmido 
pSuper fueron seleccionadas con 500 µg/ml de geneticina, mientras que las células 
transfectadas con las construcciones del plásmido pCEP4 fueron seleccionadas con 100 
µg/ml de higromicina. Las células transfectadas con las construcciones del plásmido 
pLTR2 se seleccionaron en medio Killer HAT 1:20 (12,5 µg/ml de xanthine, 1,25 µg/ml 
de ácido micofenólico y 0,05 X de la solución salina HAT 100X que contiene 
Hypoxanthine, Aminopterine y Thymidine (Gibco-BRL Cat. No. 31062-011) en DMEM 
con 10% de suero fetal bovino. Las células fueron mantenidas en los medios descritos 
hasta la selección completa de los cultivos (mass cultures) con una frecuencia de 
cambio de medio de 3 días. 
Materiales y métodos 
45 




 células/ml) fueron incubadas en medio con 10% de suero 
fetal bovino 24 horas antes de la infección con las partículas lentivirales, con el fin de 
obtener un 50% de confluencia el día de la infección. Primeramente, se resuspendieron 
las células en 1 ml de medio con suero que contenía 5 µg/ml de Polybrene. A 
continuación, se añadieron 15 µl de partículas lentivirales shRNA (10 µM) y las células 
fueron incubadas a 37 ºC y 5% de CO2 durante toda la noche. Posteriormente el medio 
de cultivo fue sustituido por medio con suero sin polybrene y se incubó a 37 ºC durante 
24 horas más. La selección de los clones estables que expresaban el shRNA se inició 
diluyendo el cultivo celular 2 veces y incubando durante 48 horas. Posteriormente se 
añadió 2 µg/ml de puromicina (Purymicin dihydrochloride, Sigma) para seleccionar los 
clones estables que expresaban el shRNA. Las células se mantuvieron en este medio de 
selección, que se cambió con una frecuencia de 4 días, hasta que las colonias resistentes 
fueron identificables. Se procedió a hacer diluciones del medio de cultivo para añadir 1 
célula por cada pocillo (placa de 96 pocillos). Los clones con expresión estable del 
shRNA fueron analizados mediante Western blot. Las partículas lentivirales shRNA 
usadas para disminuir la expresión en K562 fueron p130cas shRNA (NM_014567) y su 
Control shRNA (Sigma), Cbl shRNA (sc-29242-V), C3G shRNA (sc-29863-V), Abi1 
shRNA (sc-40306-V) y Control shRNA (sc-108080) de Santa Cruz Biotechnology. 
Inhibidores de las rutas de C3G y p38α MAPK 
Células K562 en fase exponencial de crecimiento (1-5×10
5
 células/ml) se 
trataron con 2 µM de STI-571 (inhibidor de la tirosina quinasa p210 Bcr-Abl) durante 
30 minutos para los experimentos de señalización o 48 h en los experimentos de 
apoptosis. 
El inhibidor de p38α MAPK, SB203580 se utilizó a la concentración de 5 µM. 
En los experimentos de apoptosis se trataron las células con este inhibidor durante 48 h. 
En los experimentos de señalización las células K562 se trataron con SB203580 30 
minutos antes de añadir STI-571 durante 30 minutos más.  
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RT-PCR semicuantitativa 
Se procedió a la extracción de RNA de 5-10×10
6
 células en crecimiento 
exponencial usando el kit RNeasy total RNA (Qiagen) siguiendo las especificaciones del 
fabricante. La cuantificación e integridad del RNA obtenido se determinó mediante un 
lab-chip (Agilent). Se utilizó 1,5 µg del RNA total de los clones de K562 para su 
retrotranscripción a cDNA según el protocolo de la casa comercial kit SuperScript III 
Reverse Transcriptase de Invitrogen. Se analizó 1 µl del cDNA para la expresión de 
C3G usando oligos específicos del inicio del exón 2 (n141-n160) sentido directo: 5´-
ACTCTCAGCGTTCTCATCTC-5´ y del final del exón 4 (n554-n573) sentido reverso: 
5´-CTGTGCTGAATTCGAGGATC-3´. Las condiciones de la PCR fueron: 45ºC, 45 s; 
55ºC, 45 s; y 72ºC, 1 minuto durante 30 ciclos. Las bandas amplificadas fueron 
normalizadas mediante la cuantificación en gel de agarosa utilizando como control 
interno el gen GAPDH, amplificado utilizando los oligos: directo 5´-
TGCACCACCAACTGCTTAGC-3´ y reverso 5´-
TCTTCTGGGTGGCAGTGATGTTA-3´.  
Anticuerpos 
El análisis de la expresión proteica de los diferentes clones de K562, tanto en 
ensayos de señalización como en ensayos de apoptosis y de activación, se realizó 
mediante la técnica de Western-blot. Para ello se utilizaron cantidades de extracto 
proteico comprendidas entre 40 y 60 µg, dependiendo del nivel de expresión de la 
proteína en estudio en nuestro modelo celular. Los extractos proteicos se obtuvieron 
añadiendo a las células, lavadas una vez con PBS frio, tampón de lisis 1X que contiene 
20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM EGTA, 1% Tritón, 
2,5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM beta-glycerophosphate, 1 mM Na3VO4 y 1 µg/ml 
leupeptin (#9803 de Cell Signalling Technology) suplementado con 25 µM de Fluoruro 
de sodio y 1 mM de PMSF. La mezcla se agitó mediante vortex durante 1 minuto y se 
centrifugó a 13000 rpm durante 10 minutos para separar los restos celulares del extracto 
proteico. A continuación, se cuantificó la cantidad de proteína por el método de 
Bradford (Bradford 1976). La detección de expresión proteica se realizó utilizando 
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anticuerpos específicos que se incubaron durante toda la noche a 4ºC o 1 h a 
temperatura ambiente. En la tabla M-1 se indican los anticuerpos utilizados en esta tesis. 
 
Tabla M-1: Descripción de los anticuerpos utilizados y su dilución dependiendo del tipo de estudio. Se 
indica el isotipo, casa comercial y referencia. Salvo indicado, la dilución se refiere a la utilización en 
Western blot. IF – Inmunofluorescencia. 
Anticuerpo Isotipo Casa comercial Referencia Dilución de 
trabajo 
C3G (C-19) Conejo Santa cruz Biotechnology sc-869 1:1000; 
 IF – 1:50 
C3G (H300) Conejo Santa cruz Biotechnology sc-15359 1:1000;  
 IF – 1:50 
C3G 1008-4 Conejo  Guerrero et al., 
1998 
1:1000; 
 IF – 1:50 
Rap1/Krev (121) Conejo Santa cruz Biotechnology sc-065 1:1000 
Crk-L (c-20) Conejo Santa cruz Biotechnology sc-319 1:1000 
β-actin Ratón Sigma SAB4200248 1:5000 
ERK (K-23) Conejo Santa cruz Biotechnology sc-94 1:1000 
Akt1/2/3 (H-136) Conejo Santa cruz Biotechnology sc-8312 1:1000 
p38 (C-20) Conejo Santa cruz Biotechnology  1:1000 
p38α (C-20) Conejo Santa cruz Biotechnology sc-535 1:1000 
Phospho-p38 
(Thr180/Tyr182) 
Conejo Cell Signaling 
 
9211S 1:1000 
β-Tubulin Ratón Sigma-Aldrich T5293 1:2000 
Phospho-p44/42 
MAPK(Thr202/Tyr204) 
Conejo Cell Signaling 9106L 1:1000 
Phospho-Akt (Ser473) Conejo Cell Signaling 9271S 1:1000 
Phospho-ATF-2 
(Thr71) 
Conejo Cell Signaling 9221 1:1000 
PARP-1 Ratón BD Pharmingen 556362 1:1000 
Cbl (c-15) Conejo Santa cruz Biotechnology sc-170 1:1000 
Abi-1 (H-80) Conejo Santa cruz Biotechnology sc-30038 1:1000 
IF – 1:50 
Bcr (G6) Ratón Santa cruz Biotechnology sc-104 1:1000 
SSH3BP1 (ABI1) Ratón Abcam ab11222 1:1000 
c-Abl (24-11) Ratón Santa cruz Biotechnology sc-23 1:1000;  
IF – 1:50 
p130cas Ratón Santa cruz Biotechnology sc-20029 1:1000 
Phospho-Tyr( py20) Ratón Santa cruz Biotechnology sc-508 1:1000 
Phospho-
p130cas(Tyr249) 
Conejo Cell Signaling 4014S 1:1000 
IF – 1:50 
Paxillin Ratón BD Transduction Laboratories 612405 1:1000;  
IF – 1:50 
Phospho-paxillin 
(Tyr118) 
Conejo Invitrogen 44-722G 1:1000; 
 IF – 1:50 
XPG (8H7) Ratón Santa Cruz Biotechnology sc-13563 1:1000 
MAD1 (C-19) Conejo Santa Cruz Biotechnology sc-222 1:1000 
Arginase II (H-64) 
RICK (H-300) 
Conejo Santa Cruz Biotechnology sc-20151 1:1000 
Conejo Santa Cruz Biotechnology sc-22763 1:1000 
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XPB/TFIIHp89 (S-19) Conejo Santa Cruz Biotechnology 
Sc-293 
1:1000 
SMAC (FL-239) Conejo Santa Cruz Biotechnology 
sc-22766 
1:1000 
NIP3 (Ana 40) Ratón Santa Cruz Biotechnology sc-56167 1:1000 
GPR94 (H-212) Conejo Santa Cruz Biotechnology sc-11402 1:1000 
FADD (H-181) Conejo Santa Cruz Biotechnology sc-5559 1:1000 
PTEN (ab23694) Conejo Abcam ab23694-200 1:1000 
Bax (6A7) Ratón Abcam ab5714 1:1000 
JAK-2 Conejo Millipore 06-255 1:1000 
Bcl2 mAb Ratón BD Pharmingen 551098 1:1000 
Rap1/Krev-1 (121) Conejo Santa Cruz Biotechnology sc-065 1:1000 
Ensayo quinasa in vitro de p38 MAPK 
El ensayo quinasa in vitro de p38 MAPK se realizó usando el kit p38 
MAPKinase Assay (Cell Signaling) según el protocolo de la casa comercial. 
Brevemente, la p38 MAPK fosforilada se inmunoprecipitó a partir de 200 µg de 
extracto total de proteína con el anticuerpo monoclonal fosfo-p38 MAPK 
(Thr180/Tyr182) inmovilizado con bolas de Sefarosa Gamma Bind G. Tras 16h de 
incubación a 4 ºC y después de 3 lavados con tampón quinasa (250 mM Tris (pH 7.5), 
50 mM -Glycerolphosphate y 100 mM MgCl2) el pellet conteniendo el 
inmuprecipitado se resuspendió en un volumen final de 50 µl del mismo tampón 
suplementado con 200 µM de ATP y 2 µg del sustrato quinasa (proteína de fusión ATF-
2 inactivo). Se incubó la reacción quinasa a 30 ºC durante 30 minutos. Para detener la 
reacción se añadieron 25 µl de tampón de carga SDS 3X. Las muestras fueron 
analizadas por SDS-PAGE y reveladas con anticuerpos anti-fosfo-ATF-2. 
Análisis de microrrays de DNA 
El análisis de la expresión génica diferencial se realizó utilizando arrays de DNA 
humano, Genechips de Affymetrix HG-U133 plus2.  
Se purificó el RNA de 5-10×10
6
 de células K562 en crecimiento exponencial 
transfectadas establemente con pSuper.neo/gfp-C3G (pSuper-C3Gi) o pSuper.gfp/neo 
(pSuper), usando el kit RNeasy total RNA (Qiagen) tal como se explica en el apartado 
RT-PCR semicuantitativa. El RNA fue usado para sintetizar sondas de RNA 
complementario (cRNA) a partir del cDNA, que se usaron en la hibridación de los 
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GeneChip según el protocolo descrito en el Manual Técnico de Análisis de Expresión 
de Affymetrix (http://www.affymetrix.com). 
Análisis de los datos de hibridación de los microarrays 
Los archivos de Affymetrix CEL fueron procesados en el ambiente estadístico R 
(www.r-project.org) usando las librerías de Bioconductor (www.bioconductor.org.). 
Nuestro protocolo numérico es una variación del método RMA (Irrizarry et al., 2003) 
que permite una estimación más consistente de las medidas de fluorescencia de la 
sonda. Con este método se procesaron cinco hibridaciones de microarray, tres clones de 
K562 transfectados con pSuper (controles) y dos clones de K562 transfectados con 
pSuper-C3Gi.  
Posteriormente, se usó el algoritmo SAM (Tusher et al., 2006) con 
implementación en R (siggenes) para identificar las diferencias significativas en 
expresión al comparar las muestras knock-down de C3G con sus respectivos controles. 
La significancia estadística de las anotaciones funcionales GO fue estimada por valores 
de P-value de confianza calculados con la prueba Fisher´s para contrastar el número de 
genes asignados a las diversas categorías funcionales. 
PCR cuantitativa a tiempo real 
Esta técnica consiste en cuantificar en tiempo real el DNA amplificado a partir de 
cDNA mediante la utilización de un fluoróforo denominado SYBR Green I, que al 
unirse al surco menor de la doble hélice del DNA y excitarse a 494 nm emite una señal 
fluorescente a 521 nm. Esta señal es detectada por el termociclador iCicler (Bio-Rad), y 
es directamente proporcional a la cantidad de transcrito. 




 Green Supermix (Cat No. 170-8882, BIO-RAD) se 
amplificó a tiempo real 20 ng del cDNA con los oligos directo e inverso (160 nM) del 
gen a estudiar (Tabla M-2). Además se utilizó el gen housekeeping GAPDH 
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) como referencia para calcular las 
alteraciones relativas de expresión de los genes de estudio. Previamente se había 
realizado una curva de calibración con los diferentes oligos utilizando 0,2 ng, 2 ng y 20 
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ng de cDNA de la muestra control con las mismas condiciones, para calcular la 




Donde slope es la pendiente calculada por la gráfica CT versus concentración de 
cDNA que se obtiene con el programa de análisis Bio-Rad iQ5. Tanto el ensayo para el 
cálculo de la eficiencia como para la cuantificación de la expresión del gen fueron 
realizados por duplicado.  
Los oligos utilizados en la PCR cuantitativa se diseñaron a partir de la secuencia 
codificada del gen de estudio encontrada en la base de datos Ensembl Genome Browser 
(www.ensembl.org). Utilizando los probe_set de Affimetrix 
(http://probeexplorer.cicancer.org/principal.php) se comprobó que la secuencia era la 
usada en los Genechips y posteriormente se diseñaron los oligos directo e inverso en la 
zona mapeada.  
Con la ayuda del programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) se escogió 
una pareja de oligos entre 18 y 27 nucleótidos por cada gen, teniendo en cuenta que 
tuvieran una temperatura de anillamiento entre 60 y 63 ºC, una diferencia de Tm menor 
de 1ºC, y que no tuvieran extremos complementarios. La eficiencia y especificidad de 
las parejas de oligos se verificó, mediante PCR semicuantitativa, comparando el cDNA 
y el DNA genómico de la muestra control. La especificidad de las parejas de oligos se 




Tabla M-2. Oligos directo e inverso de los genes de estudio utilizados en la PCR cuantitativa diseñados a 
partir de su secuencia codificante.  
Gen 
Probe set ID 


























































Las condiciones de PCR utilizadas se describen a continuación:  
1) 15 minutos a 95 ºC para activar la polimerasa de DNA hot-StarTaq
TM
. 
2)  50 ciclos de:  
a. 15 segundos a 94 ºC (desnaturalización).  
b. 30 segundos a 59 ºC (anillamiento de los oligos). Temperatura de 
anillamiento 5 ºC por debajo de la Tm de los oligos  
c. 1 minuto a 72 ºC (elongación de las cadenas y detección de la 
fluorescencia emitida).  
3) 1 minuto a 95 ºC.  
4) 1 minuto a 65 ºC.  
5) 10 segundos a 65 ºC. Este paso se repite durante 60 ciclos con aumento de 0,5 ºC 
en cada ciclo.  
 
El programa informático Bio-Rad iQ5 acoplado al termociclador calcula la C
T 
(Threshold cycle), es decir, el primer ciclo en el que se detecta un aumento de 
fluorescencia, valor que se utiliza para estimar las variaciones de expresión del RNA. 
Para cuantificar el aumento o disminución de la expresión del RNA de uno de los clones 
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respecto al control se tiene en cuenta el valor de la C
T 
de ambos y de un gen 
housekeeping, como el GAPDH, ya que se calcula la variación relativa con respecto a la 
expresión de este gen. Con la ayuda de las C
T 
se cuantifica la variación con la siguiente 




Donde gen Ref es el gen de referencia, en nuestro caso GAPDH; E es la 
eficiencia calculada por la ecuación mencionada anteriormente; Control es la muestra 
control pSuper; muestra es el gen en estudio y ΔCT  es la variación entre la muestra y el 
control del primer ciclo en el que se detecta un aumento de fluorescencia. Como se 
utilizaron dos muestras de cada línea celular knock-down, se calculó el promedio de 
cada variación y del valor resultante se calculó el log2 (representado en las graficas del 
capítulo I de los resultados por LogRatio, Figuras I-15 y I-16). 
Ensayo de apoptosis 
Distintos clones de K562 en crecimiento exponencial (1-5 x 10
5
 células/ml) se 
trataron con 2 µM de STI-571 durante 48 horas. Posteriormente, las células se lavaron 
con PBS, se resuspendieron en 100 µl de Binding buffer 1X (0,1 M HEPES, pH 7.4; 1,4 
M NaCl; 25 mM CaCl2; BD Biosciences, Cat. No. 556454) y se marcaron doblemente 
con 5 µl de Anexina V conjugada con APC (Annexin V-APC; BD Biosciences, Cat. No. 
550474) y 5 µl de 7-Amino-actinomycin D (7-AAD; BD Biosciences, Cat. No. 
559925). Por último se incubaron las muestras con agitación fuerte, en ausencia de luz y 
a temperatura ambiente durante 15 minutos. Las células fueron analizadas por 
citometria de flujo en un citómetro FACSCalibur (Becton Dickinson). 
Este marcaje permite medir el porcentaje de células en apoptosis temprana 
(positivas solo para Anexin V-APC) o tardía (doblemente positivas para Anexin V-APC 
y 7-AAD). 
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Ensayo de adhesión celular 
Se utilizó una placa de 96 pocillos pre-tratada con 50 µg/ml de fibronectina 
(SIGMA) (9 pocillos por muestra) a 4 ºC durante toda la noche. Tras lavar los pocillos, 
conteniendo fibronectina, tres veces con PBS se bloquearon con 1% de BSA durante 30 
minutos a temperatura ambiente. Además, se añadió 1% BSA a 3 pocillos por muestra 
que se utilizaron como control negativo de la adhesión. 
Las células de los clones de K562 y sus respetivos controles fueron cultivados en 
RPMI con 10% de suero hasta la confluencia. Las células fueron lavadas con PBS a 
temperatura ambiente y resuspendidas en RPMI sin suero (5×10
6
 células/ml). 
Posteriormente, las células se marcaron con 5 µl de calceina AM 1 mM (Calcein, AM 
Fluorescent Dye, de BD Biosciences) por ml de muestra y se incubaron a 37 ºC durante 
30 minutos. Las células así marcadas se lavaron con medio y se resuspendieron en igual 
volumen de medio sin suero. A cada pocillo se añadió 5×10
5
 células y se dejo a 37 ºC 
durante 90 min. Tras la incubación, los pocillos se lavaron tres veces con medio sin 
suero con agitación suave, para eliminar las células no adheridas, y la placa se secó 
sobre papel de filtro. Las células restantes se resuspendieron en PBS a la concentración 
inicial (5×10
6
 células/ml) y se colocaron él mismo numero de células (5×10
5
 de células) 
a cada uno de los 9 pocillos sin fibronectina como control del número de células de 
partida. Se utilizó PBS como blanco. La Figura M-2, representa el esquema de la placa 
del ensayo de adhesión para cada línea celular. 
 










La fluorescencia se midió en el lector de placas (ULTRA Evolution; Serial 
number: 12903200010; Firmware: E 1.03 02/03 EVOLUTION; XFLUOR4 Version: V 
4.50) a la emisión de 535 nm y excitación 485 nm. El porcentaje de adhesión se obtuvo 
Figura M-2. Esquema de la placa multipocillos 
utilizada para el ensayo de adhesión. Los 
cuadrados grises corresponden a pocillos 
revestidos con 1% de BSA, los azules son 
pocillos revestidos con fibronectina y los de 
color verde corresponden a pocillos que 
contienen el número total de células de partida. 
El pocillo rojo contiene PBS utilizado como 
blanco. 
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de la división entre la media de la fluorescencia de las células adheridas a fibronectina 
(valor corregido restando la fluorescencia del blanco) y la media del total de células 
(valor corregido restando la fluorescencia del blanco). 
Purificación de la proteína de fusión GST-RalGDS-RBD  
Se inoculó 25 ml de un cultivo saturado de la cepa de E.coli BL21 que expresa la 
proteína de fusión GST-RalGDS-RBD (Gutierrez-Berzal et al., 2006) en 1 litro de 
medio LB con 100 µg/ml de ampicilina y se incubó a 37 ºC hasta alcanzar una densidad 
óptica a 600 nm entre 0,5 y 0,7. Para iniciar la expresión de la proteína de fusión o del 
plásmido vacio se añadió al cultivo 0,5 mM de IPTG (isopropil-β-D-1-
tiogalactopiranósido) y se incubó durante 4 horas a 37 ºC. El pellet de células se recogió 
por centrifugación a 8000 rpm durante 20 minutos (Avanti
TM
 J-25 Centrifuge, 
Beckman) y se resuspendió en 10 ml de tampón de lisis PBST (2 mM EDTA, 0,1% β-
Mercaptoethanol, 0,2 mM PMSF en PBS). Las células se lisaron por sonicación en hielo 
(5 minutos con pulsos de 20 segundos y amplitud de 30% en el sonicador SONICS, 
Vibracell
TM
). El lisado se centrifugó a 15000 rpm durante 30 minutos a 4 ºC para 
eliminar restos celulares y el sobrenadante se mantuvo a -80 ºC. Se añadieron 200 µl de 
resina Glutathione-Sepharose 4 Fast Flow (Amersham Bioscience), previamente lavada 
con PBS + PMSF por 1 ml de sobrenadante. El glutatión presente en la resina se une 
específicamente a la proteína GST (glutatión-S-transferasa) de la molécula de fusión 
separándola del resto del lisado proteico. Tras la incubación a 4 ºC durante 2 horas en 
rotación, se lavó la resina 4 veces con PBS conteniendo 1mM de PMSF a 4 ºC. La 
verificación de la expresión y purificación se realizo mediante SDS-PAGE seguido de 
tinción de azul de Coomassie. La cuantificación de la proteína purificada se realizó por 
comparación con distintas cantidades de BSA (de 1 µg a 30 µg).  
Ensayo de la actividad de Rap1 
En células estimuladas existe un reclutamiento de GEFs que facilitan la 
liberación del GDP de Rap1. El GTP libre en el citosol remplaza el GDP haciendo que 
Rap1 adopte una conformación activa y se una a efectores como RalGDS. De esta 
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manera, el dominio RBD de Ral-GDS, que comprende la región de unión a Rap1 
activado, puede ser usado como ligando de afinidad para la precipitación de Rap1-GTP.  
El ensayo Rap1 se realizó con lisados totales de células pre-confluentes de los 
clones de K562 resuspendidas en medio con suero y tratadas con 2 µM de STI-571 y/o 
SB203580 usando la construcción pGST-RalGDS-RBD. 
Se lisaron las células con el tampón de lisis MLB 1X (Mg2+ Lysis/Wash Buffer 
conteniendo 125 mM HEPES, pH 7.5, 750 mM NaCl, 5% Igepal CA-630, 50 mM 
MgCl2, 5 mM EDTA and 10% glycerol. Cat No. 20-168 de Upstate - Millipore) 
suplementado con 2% de glicerol, 1 mM Na3VO4, 25 mM NaF, 1mM PMSF, 10 g/ml 
aprotinina, 10 g/ml leupeptina. Entre 0,5-1 mg de lisado total fresco se incubó con 20 
g de la proteína de fusión GST-RalGDS-RBD previamente unida a la resina de 
glutatión sefarosa. Tras 30 minutos de incubación a 4ºC con rotación, los complejos 
resina-RalGDS-RBD-Rap1-GTP se separaron de la fracción líquida por breve 
centrifugación. Por último la resina se lavó tres veces con el tampón MLB 1X. La 
activación de Rap1 se analizó mediante Western blot utilizando un anticuerpo especifico 
de Rap1 (Tabla M-1). Para el revelado se utilizó tanto métodos quimioluminiscentes 
(ECL y ECL plus, GE-Healthcare), como fluorescencentes (Oddisey), siguiendo las 
especificaciones de los fabricantes. 
Inmunoprecipitación 
Este ensayo tiene como finalidad la precipitación de una proteína concreta de un 
extracto proteico mediante el uso de anticuerpos específicos. Una vez realizada la 
separación se puede detectar su interacción con otras proteínas.  
Se añadió entre 1-2 μg de anticuerpo por 0,5 mg de extracto proteico y se incubó 
en rotación a 4 ºC durante 16 horas, tras lo cual se añadió 20 μl de inmunoglobulinas 
unidas a esferas de sefarosa (GammaBind
TM
 G Sepharose de GE Healthcare) 
previamente lavadas con PBS + 1 mM de PMSF. Se prolongó la incubación 1 h en las 
mismas condiciones para la formación del complejo “proteína-anticuerpo primario-
anticuerpo secundario-sefarosa” llevando a cabo su separación de la fracción líquida. 
Por último se lavaron las esferas de sefarosa que contienen los inmunocomplejos cuatro 
veces con tampón de lisis 1X. Los inmunoprecipitados fueron analizados mediante 
Western blot. 
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Pull-down 
 La técnica de Pull-down nos permite comprobar si determinadas proteínas 
forman complejo con una proteína específica X mediante la utilización de una 
construcción que expresa el dominio de unión de la proteína X a las diferentes 
proteínas. El ensayo fue realizado con lisados totales de células pre-confluentes de los 
clones de K562 a los que se añadió la construcción pGST-X. La construcción GST-X se 
expresó y se purificó mediante su unión a la resina glutatión sefarosa de manera similar 
a lo descrito para la proteína de fusión GST-RalGDS-RBD. La existencia de unión entre 
las diferentes proteínas fue analizada mediante Western blot, con anticuerpos 
específicos de las proteínas en estudio. 
Inmunofluorescencia  
Se utilizó esta técnica para la detección y colocalización de C3G con otras 
proteínas como paxilina, o con el citosqueleto en los clones de K562. Para ello, se 
utilizaron cubreobjetos incubados con 10 μg/ml de fibronectina durante un mínimo de 
16 h. Tras aspirar el exceso de volumen de fibronectina se sembraron 1×10
5
 células/ml, 
resuspendidas en medio sin suero sobre los cubreobjetos, para permitir la adhesión y 
tras 48 h se realizó la inmunofluorescencia propiamente dicha.  
Las células se fijaron con 3,7% formaldehído (SIGMA) durante 15 minutos y se 
lavaron con PBS 3 veces durante 5 minutos. La permeabilización se realizó con 0,4% de 
Tween® en PBS durante 15 minutos. Tras una serie de lavados en PBS las células 
permeabilizadas, se bloquearon con 1% de BSA en PBS durante 30 minutos 
previamente a la incubación de los anticuerpos primarios específicos. Dependiendo del 
anticuerpo, las células juntamente con el anticuerpo, se incubaron durante 1 hora a 
temperatura ambiente o toda la noche a 4 ºC, y la dilución utilizada fue de 1:50 en 1% 
de BSA. Tras 3 lavados en PBS las células se incubaron en oscuridad con los 
anticuerpos secundarios específicos fluorescentes durante 1h a temperatura ambiente, 
lavándose posteriormente el exceso de anticuerpo. En el caso de la tinción del 
citosqueleto las células se incubaron durante 20 minutos con Phalloidin (Oregon Green 
®
 514 phalloidin 300U, 07465 de Invitrogen) diluida 200 veces en PBS. Finalmente, se 
montaron los cubreobjetos sobre los portaobjetos con Mowiol 4-40 (Calbiochem). Las 
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imágenes de fluorescencia fueron tomadas con el microscopio confocal Leica SP5 y 
analizadas con el programa informático LAS AF. 
Array de Dominios SH3 
Los dominios SH3 funcionan como parte de una molécula adaptadora, 
reclutando proteínas downstream en una vía de señalización. Los dominios SH3 median 
la formación de complejos específicos en varias vías de señalización clave.  
Los array de dominios SH3 (Panomics) permiten identificar interacciones 
directas entre un ligando y dominios SH3 que permanecen plegados en sus 
conformaciones activas. Están diseñados como proteínas de fusión a GST, utilizando 
sitios de unión conservados de dominios SH3 de proteínas individuales que han sido 
purificados e inmovilizados en la membrana. Cada dominio SH3 se encuentra por 
duplicado en la membrada array. Se utilizaron 2 versiones de Array de Dominios SH3, 
el Array I (Panomics, Cat # MA3010) que incluye 38 dominios humanos diferentes 
(Figura M-3 y tabla M-3) y el Array II (Panomics, Cat # MA3011) que contiene 36 
(Figura M-4 y tabla M-4). 
 
 
Figura M-3. Diagrama esquemático del Array I de dominios SH3. Los dominios SH3 de las proteínas 
señaladas están por duplicado en el array. Como controles positivos de la hibridación se han inmobilizado 
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Tabla M-3. Lista de las proteínas, cuyos dominios SH3 están inmovilizados en el Array I. 








































Discs large homolog 2 
VAV proto-oncogene, SH3 domain #1 
Beta-lymphocyte specific protein tyrosine  kinase 
Human T-lymphocyte specific protein tyrosine kinasep56 
55 kDa erythrocyte membrane protein 
Cytoplasmic protein NCK1, SH3 domain #3 
Abelson tyrosine kinase 
Spectrin alpha chain (non-erythrocytic) 
Cellular Gardner-Rasheed feline sarcoma virusprotein 
PAK-interacting exchange factor beta 
Phospholipase C gamma-1 
Cortactin 
Proto-oncogene tyrosine protein kinase 
Peroxisomal membrane protein PEX13 
Retinoblastoma protein-interacting zinc-finger 
Mixed-lineage kinase 3 
Nebulin 
Bruton Tyrosine Kinase 
Phosphoinositide-3-kinase regulatory beta subunit 
Yamaguchi sarcoma virus oncogene homolog 1  
Cellular Rous Sarcoma viral oncogene homolog  
Ras GTPase-activating protein 1 
Intersectin, SH3 Domain #1 
Abelson-related protein; Arg  
Fyn binding protein, SH3 domain #1 
Presynaptic density protein 95 
Intersectin 1, SH3 Domain #2 
Spectrin alpha chain, erythrocyte  
Hemopoietic cell kinase  
Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 5 
Tyrosine-protein kinase TXK 
Interleukin-2-inducible T-cell kinase  
Vav2 oncogene product, SH3 Domain #2 
Hematopoietic specific protein 1 
Avian sarcoma virus CT10 oncogene  homolog, domain #2 
Neurite outgrowth factor or neutrophil cytosol factor 2 domain #1  
Signal transducing adaptor molecule 
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Figura M-4. Diagrama esquemático del Array II de dominios SH3. Los dominios SH3 de las proteínas 
señaladas están por duplicado en el array. Como controles positivos de la hibridación se han inmobilizado 
ligandos de Histidina (pos).  
 
 
Tabla M-4. Lista de las proteínas, cuyos dominios SH3 están inmovilizados en el Array II. 

























NCK1-D2   
ARH6   







Abl interactor protein 2 
Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory alpha subunit  
GRB2-related adaptor protein, SH3 Domain #1 
Vav-2 protein, SH3 Domain #1 
Grb2-related adaptor protein 2, SH3 Domain #1 
Channel associated protein of synapse-110 
C-jun-amino-terminal kinase interacting protein 1 
Vav-3 protein, SH3 Domain #1 
Abelson-related protein; Arg  
Stac protein  
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 10 
Vav-3 protein, SH3 Domain #2 
Dihydropyridine-sensitive L-type, calcium channel beta-1 subunit  
Tyrosine-protein kinase Tec  
Myosin VIIa  
Vinexin, SH3 Domain #1 
CRK-like protein, SH3 Domain #1 
Cdc42-interacting protein 4 
Cytoplasmic protein NCK2, SH3 Domain #2 
Vinexin, SH3 Domain #3 
Peripheral plasma membrane protein CASK 
1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma 2 
Cytoplasmic protein NCK2, SH3 Domain #3 
Cellular Rous Sarcoma viral oncogene homolog  
Cytoplasmic protein NCK1, SH3 Domain #2 
Rho guanine nucleotide exchange factor 6 
Rho-GTPase-activating protein 4 
Presynaptic protein SAP102 
CRK-associated substrate  
SH3-containing GRB2-like protein 1 
Neutrophil cytosol factor 2, SH3 Domain #2 
Myc box dependent interacting protein 1 
Sorting nexin 9 





Osteoclast stimulating factor 1 
Embryonal Fyn-associated substrate UBASH3A 
UBASH3A 
 
Las secuencias que codifican para los dominios SH3-binding de las proteínas en 
estudio se clonaron en el vector de expresión pETEV15b o pET15b (Tabla M-5), 
modificados del vector pET-15b (Novagen), que permite obtener proteínas de fusión 
unidas a una cola de 8xHis en su extremo N-terminal (Figura M-5) y se transformaron 
en la cepa de E.Coli BL21. La expresión de la proteína de fusión SH3-binding unida a 
colas de histidinas se analizó mediante SDS-PAGE y Western blot. Se purificó el 
extracto proteico mediante cromatografía de afinidad utilizando una columna quelante 









(vector que contiene un sitio de 




p130CasP2 (SH3-b C-T) pET15b-NBKSXa
a
 
a construidos en el laboratorio del Dr. de Pereda por modificación del vector comercial pET-
15b. 
 
Para la hibiridación, se cubrió la membrana array con 5 ml de tampón de lavado 
1X (Panomics). Tras 30 minutos de lavado se bloqueó la membrana añadiendo 5 ml de 
tampón de bloqueo 1X (Panomics) durante 2 horas a temperatura ambiente y en 
agitación. Se lavó la membrana añadiendo 6 ml de tampón de lavado 1X y se incubó 
con 20 µg/ml de proteína purificada diluida en tampón de bloqueo 1X durante 2 horas a 
temperatura ambiente y en agitación lenta. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10 
minutos a temperatura ambiente con 6 ml de tampón de lavado. Para llevar a cabo la 
detección de hibridación de la proteína de fusión se incubó la membrana con 4 ml de 
anticuerpo anti-Histidina diluido en tampón de lavado 1X durante 1 hora. Una vez más, 
se realizaron 3 lavados de 10 minutos con tampón de lavado a temperatura ambiente.  
Materiales y métodos 
61 
La detección se realizó mediante quimioluminiscencia utilizando el sistema ECL 
plus. 
 
Figura M-5. Esquema del vector pET-15b que contiene una secuencia N-terminal His Tag seguida de un 
sitio trombina y tres sitios únicos de clonaje (en negrita). La secuencia está numerada en base a pBR322, 
lo que hace que la expresión de la región T7 sea reversa en el mapa circular. 
 
Análisis estadístico 
Los datos están representados como media ± SEM. Para determinar la 
significancia estadística hemos utilizado la prueba t-Student no pareada por estar hechas 
todas las comparaciones entre dos grupos experimentales independientes. Los 

















I. CARACTERIZACIÓN DE LA RUTA APOPTÓTICA 
C3G-p38 MAPK EN CÉLULAS DE LEUCEMIA 
MIELOIDE CRÓNICA 
Como se ha descrito en la introducción, la proteína C3G parece tener un papel en 
la leucemia mieloide crónica (LMC), ya que la isoforma truncada, p87C3G, se expresa 
abundantemente en células de LMC y además interacciona con Bcr-Abl. Por otra parte, 
se ha descrito que C3G tiene un papel en apoptosis en células hematopoyéticas a través 
de su interacción con la quinasa Hck (Shivakrupa et al., 2003). A su vez, p38 MAPK 
parece tener una función en la apoptosis mediada por STI-571, la cual no está 
totalmente elucidada, y existen datos en la bibliografía que muestran una relación 
cruzada entre Rap1 y p38 MAPK (Stork y Dillon 2005). En base a todo ello uno de los 
objetivos de esta Tesis fue determinar si C3G y p38 MAPK podrían modular 
conjuntamente los efectos anti-proliferativos y pro-apoptóticos de STI-571 en células de 
LMC. Además, se pretendía identificar elementos que pudiesen participar en la posible 
vía reguladora de apoptosis C3G-p38 MAPK. 
La sobre-expresión de C3G induce apoptosis en la línea 
K562 
En células hematopoyéticas C3G tiene un papel pro-apoptótico (Shivakrupa et 
al., 2003). Por otro lado, STI-571 inhibe la actividad tirosina quinasa de Bcr-Abl, lo que 
resulta en la desregulación de las vías de proliferación y supervivencia, y desencadena 
apoptosis en células que expresan Bcr-Abl (Jacquel et al., 2003). Basándonos en lo 
anterior, nos propusimos determinar si C3G puede ser un mediador del efecto 
apoptótico de STI-571 en la línea celular de LMC, K562. Para este propósito, 
utilizamos clones estables de K562 que sobre-expresan C3G en el plásmido de 
expresión pLTR2 (Guerrero et al., 2004; Guerrero et al., 1998). La Figura I-1 muestra 
que la construcción pLTR2C3G incrementa los niveles de expresión de la isoforma 





Figura I-1. Expresión de C3G en células K562 portadoras de la construcción pLTR2C3G. (A) Análisis 
mediante PCR semicuantitativa de la expresión del mRNA de C3G con la utilización de los oligos Ex2F-
Ex4R y normalizado frente a GAPDH. (B) Western blot representativo de la expresión proteica de C3G 
detectada con el anticuerpo anti-C3G (C-19) y normalizada frente a β-actina. 
 
Primeramente, se midieron los niveles basales de apoptosis de los clones control 
(pLTR2) y con C3G sobre-expresado (pLTR2C3G) mediante el doble marcaje con los 
marcadores específicos, anexina-V and 7-AAD. La Figura I-2 muestra que, la sobre-
expresión de C3G duplica el nivel de apoptosis basal. Este resultado está de acuerdo con 
datos previos de otros autores (Shivakrupa et al., 2003). Es importante destacar que el 
alto índice de apoptosis basal observado en el control pLTR2 puede ser debido a la 
toxicidad de la selección en el medio Killer Hat (Guerrero, observaciones no 
publicadas).  
 
Figura I-2. Los niveles basales de apoptosis aumentan en células K562 que sobreexpresan C3G. Análisis 
por citometria de flujo de los marcadores anexina-V y 7-AAD en células K562 transfectadas 
permanentemente con los plásmidos indicados. Se muestra un experimento representativo donde se indica 
la media ± SEM del porcentaje de las células positivas para anexina-V y negativas para 7-AAD (células 




El silenciamiento génico de C3G también incrementa la 
apoptosis basal 
Para corroborar este resultado, hicimos clones estables de K562 donde la 
expresión de C3G fue silenciada mediante RNA de interferencia. Para ello se 
transfectaron establemente células de K562 con la construcción pSuper-C3Gi (ver 
Materiales y Métodos). Los niveles de expresión de ambas isoformas, p140C3G y 
p87C3G fueron modulados por dicha construcción tanto a nivel de mRNA (Figura I-
3A) como de proteína. (Figura I-3B).  
 
 
Figura I-3. Expresión de C3G en células K562 transfectadas permanentemente con pSuper-C3Gi. (A) 
Análisis mediante PCR semicuantitativa de la expresión del mRNA de C3G con la utilización de los 
oligos Ex2F-Ex4R y normalizado frente a GAPDH. (B) Western blot representativo de la expresión 
proteica de C3G detectada con el anticuerpo anti-C3G (C-19). La expresión de β-tubulina se utilizó como 
control de carga. 
 
En contraste con lo que se esperaba, el silenciamiento de C3G también aumentó 
la apoptosis basal en células K562, incluso en mayor porcentaje que la sobre-expresión 




Figura I-4. El silenciamiento génico de C3G induce apoptosis en células K562. Análisis por citometria 
de flujo de los marcadores anexina V y 7-AAD en células K562 transfectadas permanentemente con los 
plásmidos indicados. Se muestra un experimento representativo donde se indica la media ± SEM del 
porcentaje de las células positivas para anexina y negativas para 7-AAD (células con apoptosis temprana, 
cuadrante bajo/derecha) de 3 experimentos independientes. 
 
Para corroborar estos resultados, se analizó la expresión del fragmento 
proteolizado de PARP-1, un indicador de apoptosis. La Figura I-5 muestra un aumento 
en la cantidad del fragmento proteolizado de 85 kDa, tanto en los clones con sobre-
expresión de C3G como en los clones con expresión disminuida (knock-down) en 




Figura I-5. Análisis de la expresión de PARP-1 en células K562 transfectadas permanentemente con las 
construcciones pLTR2C3G y pSuper-C3Gi. Las construcciones pSuper-C3Gi y pLTR2C3G inducen un 






C3G participa en la vía de apoptosis inducida por STI-571 
en células K562 a través de la regulación de p38 MAPK  
C3G regula la apoptosis inducida por STI-571 
El STI-571 inhibe la actividad quinasa de Bcr-Abl, lo que resulta en apoptosis en 
células de LMC (Jacquel et al., 2003). Quisimos comprobar el tiempo mínimo de 
incubación de las células K562 con STI-571 para que la actividad quinasa de Bcr-Abl se 
encontrara totalmente inhibida. Para ello se inmunoprecipitaron lisados de K562 con 
anticuerpo anti-pY y la proteína Bcr-Abl fosforilada se detectó mediante Western blot 
con anticuerpos anti-Bcr. Los resultados indican que en nuestro modelo celular la 
inhibición total de Bcr-Abl ocurre entre 30 min y 1h de incubación con 2 M de STI-
571 (Figura I-6), en concordancia con la literatura (Parmar et al., 2004). La inhibición 
de p38 MAPK mediante SB203580 potenció el efecto inhibidor del STI-571 sobre la 
fosforilación de Bcr-Abl. 
 
 
Figura I-6. STI-571 inhibe totalmente la actividad tirosina quinasa de Bcr-Abl entre 30 minutos y 1 h de 
incubación en células K562. Las células fueron mantenidas con o sin tratamiento con SB203580 (SB) 
durante 60 minutos y posteriormente se añadió 2 µM de STI-571 (STI) a los tiempos indicados. Los 
lisados celulares se inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-fosfo-tirosina. Western blot representativo 
del análisis de la fosforilación de Bcr-Abl normalizado con -tubulina. LT: lisado total. 
 
A continuación, se estudió si la desregulación de C3G podría contribuir a la 
apoptosis mediada por STI-571. Para ello, se trataron los clones con sobre-expresión o 
expresión disminuída de C3G con STI-571 2 M durante 48 h y se midió el porcentaje 
de apoptosis. Los resultados indican que, al igual que en condiciones basales, tanto la 
sobre-expresión como el silenciamiento de C3G indujeron un aumento de la apoptosis 
mediada por STI-571 (Figura I-7). Estos resultados indican que C3G participa en la 





Figura I-7. Función de C3G en la apoptosis inducida por STI-571, representada como el porcentaje de 
células positivas para anexina V y negativas para 7-AAD respeto a los controles pSuper y pLTR2 (valor 
relativo a 1). Células transfectadas con pSuper, pSuper-C3Gi, pLTR2 o pLTR2C3G con o sin tratar con 2 
M de STI-571 durante 48 h. El histograma representa la media  SEM de tres experimentos 
independientes. *p<0.05, **p<0.01 vs pSuper-C; †p<0.05, ††p<0.01 vs pLTR2-C. C: Células control no 
tratadas; STI: STI-571.  
 
 
Está descrito, que la sobre-expresión de proteínas puede alterar la estequiometria 
de los complejos proteicos endógenos, particularmente los que involucran a los 
adaptadores de la familia Crk. Por ejemplo, la expresión ectópica de Bcr-Abl en células 
NIH3T3 altera la interacción entre C3G y CrkL (de Jong et al., 1998). De hecho, Bcr-
Abl induce anomalías en las funciones del citoesqueleto en células de LMC a través de 
la disrupción de las interacciones normales entre moléculas de adhesión. Dado que C3G 
y Bcr-Abl forman complejos en células de LMC a través de CrkL y otras moléculas 
(Salgia et al., 1996a; Salgia et al., 1996b; Salgia et al., 1997) (ver capítulo II de 
Resultados), se pensó que la sobre-expresión de C3G podría alterar fisiológicamente las 
interacciones entre las proteínas del complejo, por lo que en futuros experimentos nos 
centramos en el efecto del clon de K562 con expresión de C3G silenciada. 
C3G regula la activación de p38α MAPK inducida por STI-
571 
Estudios anteriores han demostrado que p38α MAPK tiene una función pro-
apoptótica. Por otra parte, el papel de p38 MAPK en la apoptosis mediada por STI-571 
 
 
no está claro. Algunos autores describen una ausencia de efecto del STI-571 en la 
fosforilación basal de p38, mientras otros relatan un papel de p38 MAPK en los efectos 
anti-proliferativos de STI-571 en células que expresan Bcr-Abl (Galan-Moya et al., 
2008; Jacquel et al., 2003; Jacquel et al., 2007). Para establecer nuevas aproximaciones 
en este campo, se estudió si p38 MAPK es activado por STI-571 y si es regulado por 
C3G en nuestro modelo de estudio. Para determinar el efecto de STI-571 en la 
fosforilación de p38, se usaron células silenciadas para p38α MAPK (p38αi). El 
silenciamiento de p38α en células K562 es visible en la Figura I-8A. Como se observa 
en la Figura I-8B la fosforilación p38 MAPK inducida por STI-571 apenas fue 
detectada en células K562 control, lo que está de acuerdo con otros autores (Galan-
Moya et al., 2008; Jacquel et al., 2003; Jacquel et al., 2007). Sin embargo, la 
fosforilación de p38 MAPK fue evidente en los clones con silenciamiento génico de 
C3G tratados con STI-571. Esta fosforilación de p38 MAPK, inducida por el 
silenciamiento de C3G, se encuentra disminuida en clones doble knock-down para C3G 
y p38α MAPK tratados con STI-571, indicando que p38 es probablemente la isoforma 
regulada por C3G. Estos resultados sugieren la existencia de una relación funcional 
entre C3G y p38α MAPK en la señalización mediada por STI-571 en K562, con C3G 
actuando como un regulador negativo de p38α MAPK.  
 
 
Figura I-8. El silenciamiento de C3G aumenta la activación de p38 MAPK inducida por STI-571. (A) 
Nivel de expresión de p38α y p38 MAPK en células pSuper-p38αi y células control pSuper. (B) Clones 
de K562 que expresan pSuper, pSuper-C3Gi, pSuper-p38i o ambas construcciones fueron tratados o no 
con STI-571 2 M durante 30 min. Se muestra un Western blot representativo de la fosforilación de p38 
MAPK normalizado con p38 total y -tubulina. Se muestran las proporciones relativas entre p-p38 y p38 
total y p-p38 y β-tubulina.  
 
 
Para profundizar en el efecto de C3G en la regulación de la vía de p38 MAPK 
inducida por STI-571, se realizó un ensayo quinasa in vitro de p38 MAPK en clones 
 
 
con expresión silenciada para C3G o p38 MAPK utilizando el sustrato de p38 MAPK, 
ATF-2. En la Figura I-9 se puede observar que, aunque STI-571 estimula de forma clara 
la fosforilación de ATF-2 en células control, la interferencia de la expresión de C3G 
indujo un aumento de los niveles basales de fosfo-ATF-2, que fue aún mayor en 
presencia de STI-571. El aumento de fosfo-ATF-2 es debido en su mayoría a la 
isoforma p38α ya que el clon con expresión silenciada de p38α presentó niveles basales 
de fosforilación de ATF-2. Estos resultados confirman que C3G está involucrado en la 
regulación de los efectos de STI-571 a través de la inhibición de p38α MAPK.  
 
 
Figura I-9. Ensayo in vitro de p38 MAPK, utilizando la proteína ATF-2 purificada, llevado a cabo con 
lisados totales de los clones de K562 indicados. La fosforilación de ATF-2 se visualizó mediante Western 
blot con el anticuerpo anti-fosfo-ATF-2. Para determinar los niveles de p38 y β-tubulina en las muestras 
se utilizaron cantidades similares de proteína de cada clon (20 µg). Se indican las proporciones relativas 
de p-ATF/β-tubulina y p-ATF/p38. 
 
El silenciamiento de C3G incrementa la apoptosis inducida 
por STI-571 a través de la activación de p38 MAPK  
A pesar de que la activación de p38 por STI-571 no fue significativa se observó 
una disminución (25-30%) en la apoptosis mediada por STI-571 cuando células control 
K562 transfectadas con pSuper fueron tratadas con el inhibidor SB203580 (3.60±0.81 
en pSuper STI+SB vs 4.61±1.62 en pSuper STI) (Figura I-10). Valores semejantes se 
observaron cuando se disminuyó la expresión de p38α mediante RNA de interferencia 
(3.72±1.37 en p38i STI vs 3.60±0.81 en pSuper STI+SB). Estos resultados indican que 
la isoforma p38α participa, en parte, en el efecto apoptótico de STI-571. El efecto pro-
apoptótico de p38 fue más evidente en células que expresan pSuper-C3Gi donde el 
tratamiento con SB203580 condujo a una disminución del 25-30% en los niveles de 
apoptosis inducida por STI-571 (6.33±0.23 en C3Gi STI+SB vs 8.47±0.87 en C3Gi 
STI). Estos resultados sugieren, la participación de C3G y p38α MAPK en una vía 
 
 
común pro-apoptótica inducida por STI-571, donde C3G regula negativamente la 
actividad de p38α MAPK y, por tanto, la apoptosis. Apoyando estos resultados, el 
silenciamiento de p38α disminuyó la apoptosis inducida por STI-571 en células con 
expresión silenciada para C3G, efecto semejante al observado con el tratamiento con 
SB203580 (4.75±0.94 en C3Gi+p38i STI vs 8.47±0.87 en C3Gi STI). Estos resultados 
confirman la existencia de una relación funcional entre C3G y p38α en la apoptosis 
inducida por STI-571 en células K562.  
 
 
Figura I-10. Función de C3G y p38α MAPK en la apoptosis inducida por STI-571, representada como el 
porcentaje de células positivas para anexina V y negativas para 7-AAD respeto al control pSuper (valor 
relativo a 1). Los valores presentados son la media ± SEM de tres experimentos independientes. Todos 
los valores son relativos a las células K562 transfectadas con el vector vacío pSuper.neo+gfp (pSuper-C) 
no tratadas. *p<0.05 vs pSuper-C; ††p<0.01 vs C3Gi-C; ‡p<0.05 vs C3Gi-STI. 
 
El efecto de C3G sobre p38 MAPK está mediado por Rap1 
Stork y Dillon revisaron en 2005 el papel inhibidor de Rap1 en la vía de p38 
MAPK en células hematopoyéticas (Stork y Dillon 2005). Por ejemplo, en timocitos 
p38 MAPK es activado por interleucina-1 (IL-1) de una manera dependiente de Ras, y 
Rap1 antagoniza este proceso (McDermott y O'Neill 2002; Remans et al., 2004). Para 
correlacionar el efecto observado por el silenciamiento de C3G en la fosforilación de 
p38 MAPK con el efecto inhibidor de Rap1 sobre esta quinasa, se analizó la activación 
de Rap1 en células K562 que expresan pSuper-C3Gi. La Figura I-11A muestra una 
disminución dramática de los niveles de Rap1-GTP en el clon C3Gi, tanto en células no 
 
 
tratadas como en las tratadas con STI-571. Estos datos indican que la activación de 
Rap1 depende casi completamente de C3G en estas células. Por otra parte, células K562 
que expresan el mutante dominante negativo de Rap1 (Rap1S17N) presentaron un 
incremento en la activación de p38 en respuesta a STI-571 (Figura I-11), de manera 
similar al observado en células con pSuper-C3Gi. Estos resultados sugieren la 
participación de Rap1 en el efecto antagonista de C3G sobre p38 MAPK.  
 
 
Figura I-11. C3G-Rap1 inhibe la activación de p38 MAPK inducida por STI-571 en células K562. (A) 
Los clones K562 indicados se trataron o no con 2 M de STI-571 durante 30 min y se determinó los 
niveles de Rap1-GTP mediante pull-down con GST-RalGDS (Panel superior). Niveles de Rap1 total en 
las mismas muestras (Panel inferior). Se muestran las proporciones relativas de Rap1-GTP/Rap1 total. (B) 
Ensayo in vitro de p38 MAPK, utilizando la proteína ATF-2 purificada, en lisados totales de clones K562 
que expresan la construcción dominante negativa de Rap1 (Rap1S17N) o el vector vacío (pCEP4). Tras la 
reacción quinasa, las muestras se revelaron con el anticuerpo anti-p-ATF-2 (panel superior). Se utilizaron 
cantidades similares de proteína de cada clon (20 μg) para determinar los niveles de p38 y β-tubulina en 
las muestras (paneles mediano e inferior). Se muestran las proporciones relativas de p-ATF2/β-tubulina y 
p-ATF2/p38. Como control de transfección se realizó un ensayo de Rap1-GTP utilizando los lisados de 
células K562 transfectadas con Rap1S17N y pCEP4, normalizados contra Rap1 total (Caja). 
 
C3G antagoniza el efecto inhibidor de STI-571 sobre las 
rutas de supervivencia 
El efecto apoptótico de STI-571 es una consecuencia de la inhibición de 
diferentes vías de supervivencia, como las vías de ERK y PI3K-Akt, activadas por Bcr-
Abl (Jacquel et al., 2003). Para determinar si C3G y p38 MAPK también participan en 
el efecto inhibidor de STI-571 sobre estas vías se analizaron los niveles de fosfo-
ERK1/2 y fosfo-Akt en los clones de K562 que expresan pSuper-C3Gi o pSuper-p38αi 
tratados o no con STI-571 y en presencia o ausencia del inhibidor de p38 MAPK, 
SB203580. La Figura I-12A muestra que en las células no tratadas, los niveles de 
fosforilación de ERK fueron ligeramente mayores en los clones C3Gi y p38αi en 
 
 
comparación con las células control transfectadas con pSuper. Por otra parte, como era 
de esperar, STI-571 inhibió fuertemente la fosforilación de ERK. Este efecto inhibidor 
de STI-571 sobre fosfo-ERK1/2 fue parcialmente revertido en el clon con 
silenciamiento de C3G (C3Gi) y en menor grado en el knock-down de p38α MAPK 
(p38i), y casi completamente revertido con el tratamiento con SB203580. Estos 
resultados concuerdan con nuestras observaciones previas y de otros grupos, con 
respecto al efecto inhibidor, tanto de C3G (Guerrero et al., 2004; Voss et al., 2006) 
como de p38 MAPK sobre la activación de ERK (Grethe y Porn-Ares 2006; Liu y 
Hofmann 2004; Porras et al., 2004). Los menores niveles de fosfo-ERK observados en 
el clon C3Gi tratado con STI+SB, en comparación con los clones pSuper y p38αi, es 
probablemente debido al efecto positivo que el silenciamiento de C3G tiene sobre la 
fosforilación de p38 MAPK (que a su vez inhibe ERK). De acuerdo, con estudios 
anteriores (Guerrero et al., 2004), el efecto del silenciamiento de C3G sobre fosfo-ERK 
es independiente de su actividad GEF sobre Rap1, ya que el mutante dominante 
negativo de Rap1 (Rap1S17N), inhibió la fosforilación de ERK (Figura I-12B), de 
acuerdo con la activación de la vía B-Raf-ERK mediada por Rap1 en estas células 
(Stork y Dillon 2005). 
Por lo que se refiere a la fosforilación de Akt, de acuerdo con otros autores se 
detectaron niveles basales muy bajos de fosforilación de Akt en células K562, que no se 
alteraron en presencia de STI-571 (Jacquel et al., 2003). No obstante, se detectó un 
aumento de los niveles de fosfo-Akt en células tratadas con SB203580, que fue aún más 
evidente en células donde la expresión de C3G o p38 había sido silenciada (Figura I-
12A). Estos resultados sugieren un papel regulador negativo de C3G y p38α MAPK en 
la activación de Akt en células K562, observaciones que concuerdan con datos previos 





Figura I-12. Participación de C3G y p38 MAPK en la inhibición de señales de supervivencia. (A) 
Clones de K562 expresando el shRNA para C3G, p38 o el vector vacío se trataron con STI 2 M 
durante 30 minutos, solo o tras el pre-tratamiento con 5 M de SB203580 durante 1h, y se determinaron 
los niveles de p-ERK y p-Akt mediante Western blot con anticuerpos anti-fosfo específicos. El blot 
mostrado es representativo de cuatro experimentos independientes. Los valores obtenidos se normalizaron 
frente a ERK total, Akt total y actina. Se muestra la relación p-ERK/ERK y p-Akt/Akt. (B) Los niveles de 
p-ERK y ERK se determinaron en lisados celulares (30 g) de los clones K562 que expresan la 
construcción dominante negativa de Rap1 (Rap1S17N) o el vector vacío pCEP4. Se muestra la relación p-
ERK/ERK. 
 
C3G regula la transcripción de genes involucrados en 
apoptosis 
Con el fin de profundizar en el papel regulador de C3G en células K562 de LMC 
se realizó un análisis del transcriptoma de las células K562 con expresión silenciada 
para C3G, utilizando GeneChips de Affymetrix HG-U133 plus2. Para ello, los 
GeneChips se hibridaron con cRNA de células K562 transfectadas permanentemente 
con las construcciones pSuper (3 chips) o pSuper-C3Gi (2 chips). Se utilizó el algoritmo 
SAM (Tusher et al., 2001) para identificar los genes expresados diferencialmente en los 





Figura I-13. Identificación estadística de los genes diferencialmente expresados en las líneas celulares 
silenciadas para C3G. Los puntos de color verde identifican los “conjuntos de sondas” que presentan 
alteraciones significativas en la expresión. Marcando un umbral (Delta) de 4, se obtuvo un valor 
astringente de falsos positivos (false discovery rate o FDR) de 0,025, lo cual identificó 1751 sondas 




La caracterización funcional de los genes con expresión diferencial a través de 
FatiGO (Babelomics) (Al-Shahrour et al., 2004), (www.fatigo.org) reveló que el 
52,41% de los genes en el GO: “procesos biológicos de nivel 9” (el mas específico) 
estaban involucrados en apoptosis (67 genes), con 45 genes regulados positivamente y 
22 genes regulados negativamente en los clones con silenciamiento para C3G (Figura I-
14 y Tabla I-1). Algunos de estos genes involucrados en apoptosis también están 
implicados en control del daño y reparación del DNA. Se ha descrito que Bcr-Abl 
induce mutaciones en genes responsables del control del genoma y de la reparación del 
DNA (revisado por Melo y Barnes 2007), por lo que decidimos incluir estos genes en 
nuestro análisis. El análisis de los chips reveló que 1,38% de los genes en el GO: 
“procesos biológicos del nivel 9” estaban involucrados en el control de daño y 
reparación del DNA (Figura I-14). La mayoría de estos genes presentaban una 
regulación positiva con la excepción de los genes DDB2, ERCC5 y PARP2 que estaban 





Figura I-14. Perfil de expresión asociado al silenciamiento génico de C3G en células K562. El perfil 
representado corresponde al análisis realizado en FatiGo (GO: procesos biológicos de nivel 9). Este 
análisis reveló que el 52,41% de los genes estaban involucrados en apoptosis (verde) y que 1,38% de los 




Tabla I-1. Genes diferencialmente expresados relacionados con Apoptosis y Muerte programada 
identificados en células knock-down para C3G. La lista corresponde al análisis realizado en FatiGo, 
(GO: proceso biológico de nivel 9). ERCC5, MAP3K1 y PTTG1 pueden ejercer tanto funciones 
apoptoticas como anti-apoptoticas. * genes analizados por Western blot. 
 
Regulados positivamente Regulados negativamente 
 
Pro-apoptosis ADAMTSL4 MAP3K1 ATG5 
 ATF5 PARP10* BAX* 
 BBC3 PDCD5 BRCA1 
 BCL6 PHF17 DIABLO* 
 BNIP3* PTEN* ERCC3* 
 BNIP3L PTPRC FADD* 
 CALR PTTG1 FOXL2 
 CCAR1 RIPK2* HIPK2 
 CEBPG RTN4 PSEN2 
 DDIT3* RYBP RIPK1 
 DNASE2 SCARB1  
 DNM2 SCIN  
 ERCC5* STX2*  
 LCK TCF7  
 LITAF TNFRSF10B  
Anti-apoptosis ARG2 PTTG1 AKT1S1 
 BCL2* SERPINB9 BFAR 
 ERCC5* SQSTM1 BID 
 HSP90B1* TNFAIP3 EP300 
 HSPA5 TPD52L1 FAIM 
 IL1A TRIB3 FASTKD2 
 JAK2*  FASTKD5 
 
 
 MAP3K1  HSPA1A 
 MITF  NME6 
 MXD1*  PHB 
 PIM1  PRKDC 
 PRKAA1  RPA2* 
 
 
Tabla I-2. Genes diferencialmente expresados relacionados con control del daño y reparación del 
DNA identificados en células knock-down para C3G. La lista corresponde al análisis realizado en 
FatiGo, de los procesos biológicos del nivel 9. ª genes analizados por PCR cuantitativa. 
Regulados positivamente Regulados negativamente 
 
DDB2ª BRCA1ª BRCA2ª DCLRE1B 
ERCC5ª DDB1 ERCC3ª GTF2H1 
PARP2ª PARP1 POLE2 PRKDC 
 PRPF19 SMUG1 SUPT16H 
 TDG UNG XRCC6ª 
 ATR BBC3ª BRIP1 
 PALB2 RPA2 PCNA 
 POLE2 RPA1  
 
Algunos de los genes expresados diferencialmente involucrados en apoptosis y 
en reparación del DNA revelados por el análisis de los Genechips, fueron seleccionados 
para la corroboración de los resultados mediante análisis por PCR cuantitativa, 
utilizando el mRNA de los clones que expresan las construcciones pSuper y pSuper-
C3Gi (Figura I-15). También se incluyó en el análisis el mRNA de los clones que 
expresan pSuper-p38αi con el fin de estudiar la contribución de p38 a la regulación de 
la expresión de genes implicados en control del daño y reparación del DNA dependiente 
de C3G (Figura I-16).  
Los resultados de la PCR cuantitativa de la mayoría de los genes, como ERCC5, 
RIPK2, JAK2, MXD1, BBC3, PARP2, TOP2A, DDB2, VEGFA, PTEN y HSP90B1 
validaron los resultados de los GeneChips (Figura I-15). Sin embargo los resultados de 
la PCR cuantitativa de unos pocos genes, como BAX, ERCC3, BRAC1, BRAC2, BID, 
RADIC5 y XRCC6 no concuerdan con los resultados de los GeneChips. La Figura I-16 
representa en LogRatio los valores de la PCR cuantitativa de las células que expresan la 
construcción pSuper-C3Gi frente a células silenciadas para p38. Los resultados 
indican que todos los genes de control del daño y reparación del DNA analizados en 
células pSuper-p38αi se ven afectados de la misma manera que en células C3Gi (Figura 
 
 
I-16), lo que sugiere la participación de ambas proteínas en una ruta común de 



















Figura I-15. Validación mediante PCR cuantitativa de los genes con expresión diferencial y análisis 
comparativo con los resultados de los GeneChips. Se utilizó mRNA de los clones K562 que expresan 
pSuper-C3Gi y mRNA de células pSuper como control. La gráfica representa los valores de la PCR 
cuantitativa frente a los valores de los GeneChips en Log Ratio. 
 
 










Figura I-16. Análisis comparativo, mediante PCR cuantitativa, de la expresión de genes de control de 
daño y reparación del DNA utilizando mRNA de los clones K562 que expresan pSuper-p38αi y pSuper-
C3Gi y utilizando el mRNA de pSuper como control. La gráfica representa los valores en Log Ratio de 
C3Gi frente a p38αi. 
 
Finalmente, para comprobar que la desregulación de esos genes a nivel de RNA 
se correspondía con una desregulación a nivel de proteína, se realizó una selección de 
 
 
algunos de los genes con expresión diferencial para el análisis de su expresión proteica 
mediante Western blot utilizando anticuerpos específicos para las proteínas indicadas en 
la Tabla I-1 con asterisco. Para ello se utilizaron lisados totales de los clones de K562 
que expresan pSuper y pSuper-C3Gi. También se incluyeron los lisados totales de los 
clones que expresan pSuper-p38αi en el análisis (Figura I-17).  
Los resultados de los GeneChips fueron validados por la mayoría de las 
proteínas analizadas por Western blot. Las excepciones fueron FADD, BAX y VEGF 
(Figura I-17D) que, presentaron una disminución (FADD y BAX) y un incremento 
(VEGF) de la expresión a nivel del RNA en clones pSuper-C3Gi en el análisis de los 
GeneChips, mientras que a nivel proteico la expresión resultó incrementada en FADD y 
BAX y sin alteración de la expresión en VEGF. En el caso de BAX, sin embargo, el 
resultado revelado por el análisis de la PCR cuantitativa está de acuerdo con el análisis 
de la expresión proteica. Los resultados de FADD y VEGF sugieren que estos genes 
sufren eventos adicionales de regulación al nivel pos-transcripcional, traducional y/o 
pos-traducional. Entre las proteínas que presentaron aumento de expresión a 
consecuencia del silenciamiento de C3G algunas son pro-apoptóticas (BNIP3, FADD, 
PTEN, BAX, RIPK2, ERCC5, DDTI, PARP10, STX2, ERCC3), lo cual está de acuerdo 
con el efecto del knock-down de C3G en el proceso de apoptosis. Por otra parte, el 
silenciamiento de C3G resulta en el incremento de la expresión de proteínas anti-
apoptóticas, como BCL2, HSP90B1, ARG2, JAK2, y MXD1, asi como en la 
disminución de las proteínas pro-apoptóticas ERCC3 y DIABLO (Figura I-17A). 
Algunas proteínas reguladas por C3G, o no se ven afectadas o están reguladas por el 
silenciamiento de p38α de manera antagónica a lo que ocurre en células silenciadas para 
C3G (Figura I-17B). Por el contrario, otras proteínas, en su mayoría anti-apoptóticas, 
muestran el mismo comportamiento en su expresión en células knock-down para C3G y 
p38α (Figura I-17B). También se validaron por Western blot genes involucrados en el 
desorden del tejido conectivo, como FN1 e ICAM2 (Figura I-17C), de acuerdo con el 
conocido papel de C3G en procesos de adhesión, así como genes que participan en la 





Figura I-17. Análisis de la expresión de las proteínas indicadas mediante Western blot utilizando lisados 
celulares (30 g) de los clones K562 que expresan pSuper, pSuper-C3Gi o pSuper-p38i. (A) Western 
blots representativos de las proteínas con expresión incrementada o disminuida en células pSuper-C3Gi y 
(B) proteínas cuya expresión es antagonista o similar en células con pSuper-C3Gi y pSuper-p38αi 
comparadas con células control pSuper. (C) Proteínas implicadas en el desorden del tejido conectivo que 
presentan alternaciones en sus niveles de expresión en pSuper-C3Gi comparadas con pSuper. (D) 
Proteínas cuyo nivel de expresión proteica no coincide con el nivel de expresión de mRNA revelado en el 







II. IDENTIFICACIÓN DEL INTERMEDIARIO DE LA 
INTERACCIÓN ENTRE C3G Y BCR-ABL 
El dominio SH3 de Bcr-Abl interacciona con C3G y con 
las proteínas Abi1, Cbl y p130Cas 
Estudios previos de nuestro grupo y otros han demostrado la existencia de 
interacciones funcionales entre C3G, o su isoforma truncada, p87C3G, y la 
oncoproteína Bcr-Abl en células de LMC K562 (Gutierrez-Berzal et al., 2006; Mitra A. 
y Radha 2010). Ensayos de inmuprecipitación en extractos proteicos de K562 con 
anticuerpos anti-C3G y anti-Abl revelaron que p87C3G co-precipita con Bcr-Abl y 
CrkL y que, recíprocamente, Bcr-Abl co-precipita con p87C3G (Gutierrez-Berzal et al., 
2006). Estos resultados fueron confirmados mediante ensayos de pull-down, 
corroborando que ambas proteínas interaccionan a través de los dominios SH3 de Abl y 
SH3-binding (SH3-b) de C3G. Experimentos de mutagénesis en los diferentes dominios 
de poliprolinas de C3G demostraron que el segundo tracto de poliprolinas del dominio 
SH3-b era el responsable de la unión de C3G a Bcr-Abl (Gutierrez-Berzal et al., 2006).  
Ensayos de doble híbrido mostraron que la interacción entre C3G y Bcr-Abl no 
es directa. Por consiguiente, quisimos determinar qué proteínas podrían actuar de 
mediadoras de dicha interacción. Nuestros potenciales candidatos eran CrkL, p130Cas, 
Cbl y Abi1/2 ya que: (i) todas son proteínas que interaccionan, o bien con C3G o bien 
con Bcr-Abl, (ii) tienen dominios SH3 y/o SH3-b, que pueden mediar la interacción y 
(iii) al igual que C3G y Bcr-Abl participan en procesos de adhesión celular. 
Para caracterizar estas interacciones y determinar si estas proteínas podrían 
actuar de intermediarias de la interacción entre C3G y Bcr-Abl (la cual involucra al 
dominio SH3 de Abl), se realizaron ensayos de pull-down en lisados de K562 utilizando 
la construcción GST-SH3Abl. Los resultados, que se muestran en la Figura II-1, 
revelaron que el dominio SH3 de Abl interacciona con Cbl, Abi1, p130Cas y p140C3G, 




Figura II-1. El dominio SH3 de Abl interacciona con las proteínas Cbl, Abi1, p130Cas, p140C3G y 
p87C3G. Extractos celulares de K562 fueron sometidos a ensayos de pull-down utilizando la construcción 
GST-SH3Abl. La presencia de C3G, Abi1, Cbl y p130Cas en los complejos se visualizó por Western blot 
mediante anticuerpos específicos. Como controles negativos utilizamos resina con tampón de lisis 
(Resina), la construcción GST con lisado total de K562 (GST) y lisado total de K562 con tampón de lisis 
(Tampón). LT: lisado total. La flecha señala una banda inespecífica en el blot con anti-p130Cas. 
 
Los dominios SH3 y SH3-binding de Abi1, Cbl y p130Cas 
interaccionan con C3G y Bcr-Abl 
Con el fin de estudiar más a fondo estas interacciones, se clonaron los dominios 
SH3 y SH3-b de todas las proteínas candidatas como proteínas de fusión a GST y se 
estudió, mediante pull-down en lisados de K562, la interacción de dichos dominios con 
Bcr-Abl y C3G. La Figura II-2, muestra que todas las construcciones utilizadas 
(dominios SH3 y SH3-b de Abi1; SH3-b de Cbl; SH3, P1 y P2 de p130Cas) 
interaccionan en mayor o menor medida con C3G y con Bcr-Abl. 
Así, ambos dominios SH3 y SH3-b de Abi1 se unen a Bcr-Abl, lo que está de 
acuerdo con la bibliografía (Shi et al., 1995). Ambos dominios interaccionan también 
con p87C3G, pero no con p140C3G (Figura II-2A). A su vez Cbl interacciona tanto con 
Bcr-Abl como con p87C3G a través del dominio SH3-b (Figura II-2B). La unión de Cbl 
con Bcr-Abl ya había sido descrita por otros autores, además de la unión con CrkL y 
con Grb2 que se utilizó como control (Bhat et al., 1997). Sin embargo, esta es la 
primera vez que se describe la interacción de ésta proteína con C3G. En cuanto a 
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p130Cas, la Figura II-2C revela que sus tres dominios SH3, P1 (domino SH3-b-1) y P2 
(domino SH3-b-2) se unen a Bcr-Abl, aunque el dominio P1 muestra una mayor 
interacción. Adicionalmente, el dominio SH3 de p130Cas interacciona con la isoforma 
p140C3G, de acuerdo con lo descrito por otros autores (Kirsch et al., 1998), mientras 
que los dominios ricos en prolinas P1 y P2 lo hacen con p87C3G. 
Estos experimentos corroboran los resultados de los pull-down con el dominio 
SH3 de Bcr-Abl y sugieren que todas estas proteínas forman complejos entre sí. Por lo 
tanto, Cbl, Abi1 y p130Cas son claras candidatas para actuar como intermediarias de la 
interacción entre C3G y Bcr-Abl en células K562.  
 
 
Figura II-2. Western blots representativos de los ensayos de pull-down, utilizando los dominios SH3 y 
SH3-b de Abi1 (A), SH3-b de Cbl (B) y SH3, P1 y P2 de p130Cas (C) unidos a GST y extractos 
proteicos de células K562. Los Westerns se revelaron con anticuerpos específicos de las proteínas 
indicadas. Se utilizaron como controles negativos resina con tampón de lisis (Resina), la construcción 





Ensayos de microscopia confocal de células K562 marcadas con anti-C3G y 
anticuerpos específicos de las proteínas en estudio y utilizando como anticuerpos 
secundarios anti-FITC y anti-Cy3 respectivamente, indican que C3G colocaliza con 
p130Cas fosforilado, Abi1, Cbl y Bcr-Abl (Figura II-3). Estos datos apoyan los 
resultados de los ensayos de pull-down e indican que C3G forma parte de complejos 
que contienen Cbl, p130Cas, Abi1 y Bcr-Abl. 
 
 
Figura II-3. En células K562 la proteína C3G colocaliza con p130Cas fosforilado, Cbl, Abi1 y Bcr-Abl. 
Ensayos de microscopia confocal utilizando células adheridas a portaobjectos cubiertos con 10 µg/ml de 





El silenciamiento de las proteínas Abi1, Cbl y p130Cas 
altera la interacción entre C3G y Bcr-Abl  
Con el fin de profundizar en el estudio de estas interacciones y determinar la 
contribución de cada una de las proteínas en la formación de los complejos C3G/Bcr-
Abl, se procedió al silenciamiento génico de C3G y de las proteínas candidatas (Abi1, 
p130Cas y Cbl) mediante la utilización de lentivirus. Células K562 fueron infectadas 
con las partículas lentivirales en medio RPMI con 10% de suero conteniendo 5 µg/ml de 
Polybrene y mantenidas a 37 ºC en el mismo medio. Las células infectadas fueron 
tratadas con 2 µg/ml de puromicina hasta su completa selección. Se analizaron mediante 
Western blot varios clones de cada transfección para seleccionar aquellos con expresión 
más disminuida de la proteína correspondiente (Figura II-4). 
 
 
Figura II-4. Análisis de los clones permanentes de K562 con silenciamiento génico de Cbl, Abi1, 
p130Cas y C3G mediante lentivirus shRNA. Se muestran los valores de la relación entre la expresión de 
proteína y β-tubulina. Los clones seleccionados para los ensayos de pull-down fueron: el clon 2 de la 
línea shAbi1 (shAbi1-2); el clon 5 de la línea shp130Cas (shp130Cas-5); el clon 1 de la línea shCbl 




La Figura II-5, muestra el análisis mediante Western blot, de la unión de las 
proteínas p87C3G y p140C3G al dominio SH3 de Abl en las diferentes líneas celulares 
knock-down. El silenciamiento de Abi1 disminuyó claramente la interacción entre 
p140C3G y Bcr-Abl, mientras que no afectó a la unión de esta última con p87C3G 
(Fig.II-5A). Por otra parte, el silenciamiento de p130Cas, provocó una disminución de 
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la asociación de ambas isoformas de C3G, p140 y p87 con el dominio SH3-Abl (Figura 
II-5B). El silenciamiento de Cbl no parece afectar de un modo claro a la interacción 
entre p140C3G y Bcr-Abl (Fig. II-5A y II-5D). Sin embargo hemos observado, en 
experimentos independientes, que la interacción entre p87C3G y Bcr-Abl puede 
disminuir (Fig. II-5C) o aumentar (Fig. II-5D) debido al silenciamiento de Cbl. 
Además de la interacción entre C3G y SH3-Abl, hemos estudiado la unión de 
SH3-Abl con otras proteínas como CrkL y p130Cas, en las diferentes líneas celulares 
knock-down. La interacción de CrkL con SH3-Abl aumentó en células silenciadas para 
Abi1 mientras que no se vió afectada por el knock-down de Cbl (Fig. II-5A). Tanto la 
deficiencia de Abi1 como de Cbl en nuestro modelo celular, parece disminuir la 
interacción entre p130Cas y SH3-Abl. Estos resultados sugieren que todas estas 
proteínas interaccionan entre sí y que la disrupción de alguna de ellas afecta a la 
estequiometría de los complejos que forman.  
 
  
Figura II-5. Análisis del efecto del silenciamiento de las proteínas Abi1, p130Cas y Cbl en la interacción 
de Bcr-Abl con C3G, CrkL o p130Cas. La construcción conteniendo el dominio SH3 de Abl unida a GST 
se utilizó en ensayos de pull-down con lisados totales (LT) de los clones shAbi1-2 (A), shp130Cas-5 (B), 
shCbl-1 (A, C-D) y shC3G-1 (C). Como controles se utilizaron las muestras conteniendo la resina 
glutatión sefarosa (Resina) o la proteína GST (GST) incubadas con 2 mg de extracto proteico y la 
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construcción GST-SH3Abl con tampón de lisis. Se cargaron 40 µg de lisado total para tener como 
referencia el tamaño de las proteínas (LT).  
C3G, Cbl y p130Cas interaccionan directamente con el 
mismo grupo de proteínas, destacándo las que participan 
en adhesión 
Para estudiar si alguna de las interacciones entre los dominios SH3 y SH3-b de 
las proteínas en estudio era directa utilizamos arrays conteniendo diferentes dominios 
SH3, SH3 Domain Array de Panomics: Array I (que contiene 38 dominios SH3) y Array 
II (conteniendo 36 dominios SH3) (ver esquema representativo de los arrays en las 
Figuras 20 y 21 de Materiales y Métodos, así como la lista de proteínas inmovilizadas). 
La imagen de la hibridación de los dominios SH3-b de C3G, Cbl y p130Cas con los 
arrays se puede ver en el Anexo I al final de este capítulo. Para una mejor 
representación y análisis de los datos se cuantificó la intensidad de hibridación mediante 
el software Odyssey. Las gráficas muestran una medida relativa de la media de la 
intensidad de hibridación entre los duplicados de cada dominio (Figuras II-6, 7 y 8).  
Los resultados de la hibridación del dominio SH3-b de C3G con el array I 
indican que éste se asocia directamente con los dominios SH3 de las proteínas 
Cortactina, Y124, LCK, HCK, SLK, YES1, VAV-D2, SPCN, PEXD, Stam, BTK, c-
SRC, y ABL2 (ARG), y con menos afinidad a Abl, VAV-D1, NOF2-D1 y PLC (Figura 
II-6). El array II confirma la unión con el dominio SH3 de c-Src y de Abl2 y revela la 
unión con las proteínas OSF, CrkL-D1, NCK1-D2, Tec, VINE-D3, PI3 y PIG2 a 
través de sus dominios SH3 (Figura II-6). Al contrario de lo esperado, no se verificó 





Figura II-6. Gráficas que representan la intensidad relativa de la unión entre el dominio SH3-b de C3G y 
los diferentes dominios SH3 presentes en los arrays I y II. El dominio SH3-b de C3G unido a una cola de 
histinas (20 g) se hibridó con los arrays (I y II). Las barras representan la media de la intensidad de los 
puntos detectados por el anticuerpo anti-His frente a los puntos de ligandos de histidina (Controles de 
hibridación y detección). Los controles negativos no están representados. 
 
 
En cuanto al dominio SH3 de Cbl, se observó su interacción con los dominios 
SH3 de las proteínas ITK, ITSN-D1, Dlg2 y TXK coincidiendo con C3G en la unión 
con YES1, LCK, PEXD, Cortactina, SLK, BTK, STAM, HCK, ABL2, Y124, c-SRC, 
SPCN, VAV2-D2, NOF2-D1 (Figura II-7) en la hibridación del array I. La hibridación 
con el array II reveló su unión a las proteínas OSF, Tec, C-Src, NCK1-D2, PIG2, 
VINE-D3, PI3, Abl2 y CrkL-D1, de manera similar al dominio SH3-b de C3G. Por el 
contrario, a diferencia de C3G, el dominio SH3-b de Cbl también se une a las proteínas 
SNX9, Abl2B (Abi2), VAV3-D2, M3KA y SH3-1 (dominio SH3 de Grb2) estando este 
último de acuerdo con la bibliografia (Meisner et al., 1995). De acuerdo con lo 
anteriormente descrito se observó, aunque débil, una interacción directa entre el 




Figura II-7. Gráficas que representan la intensidad relativa de la unión entre el dominio SH3-b de Cbl y 
los diferentes dominios SH3 presentes en los arrays I y II. El dominio SH3-b de Cbl unido a una cola de 
histinas (20 g) se hibridó con los arrays (I y II). Las barras representan la media de la intensidad de los 
puntos detectados por el anticuerpo anti-His frente a los puntos de ligandos de histidina. (Controles de 
hibridación y detección). Los controles negativos no están representados.  
 
 
El dominio P2 (domino SH3-b o rico en prolinas-2) de p130Cas, presenta una 
hibridación menos específica probablemente debido al pequeño tamaño del dominio. 
Respecto al array I, este dominio comparte con C3G y Cbl su asociación con BTK, 
PEXD, Cortactina, ABL2, Y124, SLK, LCK, YES1, HCK, c-SRC, STAM, VAV2-D2 y 
BLK (Figura II-8). Al igual que Cbl, se asocia a ITSN-D1 e ITK y presenta una 
interacción exclusiva con PSD95, ITSN-D1, RASGAP, NCK1-D3, MLPK3, PI3- y 
Amphiphysin y comparte únicamente con C3G su asociación con Abl.  
En cuanto a los dominios SH3 del array II, al igual que C3G y Cbl, p130Cas se 
une a las proteínas OSF, NCK1-D2, Abl2, PIG2, Tec, PI3, C-Src, VINE-D3 y CrkL-
D1 (Figura II-8) y coincide solo con Cbl en la unión con VAV3-D2, SNX9, M3KA, 
SH3-1 (dominio SH3 de Grb2) y ABL2B (Abi2). Además hemos observado la 
interacción de p130Cas-P2 con el dominio SH3 de las proteínas NOF2-D1, NE-DLG y 
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GRB2L-D1 y, con menor afinidad, BIN1 y EFS. La interacción entre el dominio P2 de 
p130Cas y el dominio SH3 de CrkL está en desacuerdo con lo descrito por Salgia y 
colaboradores, según los cuales CrkL se une a p130Cas a través de su dominio SH2 en 




Figura II-8. Gráficas que representan la intensidad relativa de la unión entre el dominio P2 de p130Cas y 
los diferentes dominios SH3 presentes en los arrays I y II. El dominio P2 de p130Cas unido a una cola de 
histinas (20 g) se hibridó con los arrays (I y II). Las barras representan la media de la intensidad de los 
puntos detectados por el anticuerpo anti-His frente a los puntos de ligandos de histidina. (Controles de 
hibridación y detección). Los controles negativos no están representados. 
 
 
La gran cantidad de proteínas comunes que interaccionan con C3G, p130Cas y 
Cbl sugiere que estas tres proteínas están involucradas en la regulación de los mismos 
procesos y vías de señalización celulares. De hecho, las tres participan en adhesión 
celular, proceso en el cual están implicadas proteínas de adhesión focal como Cortactina 
y Vinexina (VINE), proteínas tirosina quinasa implicadas en la regulación de las 
adhesiones focales como Abl2 y c-Src y proteínas adaptadoras como CrkL, las cuales, 
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como hemos mostramos aquí, se unen directamente a los dominios SH3-b de C3G, 





Figura II-A-1. Western blot de los arrays I y II, hibridados con el dominio SH3-b de C3G y revelados 
con el anticuerpo anti-His. Cada pareja de puntos representa un dominio inmovilizado por duplicado. Los 
puntos se interpretaron como positivos o negativos teniendo como referencia la intensidad de los puntos 
de ligandos de histidina (pos) que son los controles de hibridación y detección. GST es el control 





Figura II-A-2. Western blot de los arrays I y II, hibridados con el dominio SH3-b de Cbl y revelados con 
el anticuerpo anti-His. Cada pareja de puntos representa un dominio inmovilizado por duplicado. Los 
puntos se interpretaron como positivos o negativos teniendo como referencia la intensidad de los puntos 
de ligandos de histidina (pos) que son los controles de hibridación y detección. GST es el control 






Figura II-A-3. Western blot de los arrays I y II, hibridados con el dominio SH3-b de p130Cas y 
revelados con el anticuerpo anti-His. Cada pareja de puntos representa un dominio inmovilizado por 
duplicado. Los puntos se interpretaron como positivos o negativos teniendo como referencia la intensidad 
de los puntos de ligandos de histidina (pos) que son los controles de hibridación y detección. GST es el 




III. IMPLICACIÓN DE LA RUTA C3G-p38α MAPK EN 
LAS PROPIEDADES ADHESIVAS DE LAS CÉLULAS 
K562 
 
Bcr-Abl induce anormalidades en la función del citoesqueleto y altera las 
interacciones normales entre las proteínas de las adhesiones focales y sus dianas, 
alterando la adhesión normal de la célula (Deininger et al., 2000). Se sabe que Bcr-Abl 
está implicado en la regulación de la adhesión a laminina, fibronectina y colágeno de las 
células leucémicas a través de la formación de complejos con las integrinas 1(Skorski 
et al., 1998). 
C3G se une a proteínas adaptadoras como Crk y forma complejos con p130Cas y 
otras proteínas de las adhesiones focales (Birge et al., 2009). Además, el análisis de 
microarrays de expresión con células K562 en las que hemos disminuido la expresión 
de C3G, revelaron cambios en los patrones de expresión de varios genes relacionados 
con adhesión. Por otra parte, los arrays de dominios SH3 indican que el dominio SH3-b 
de C3G se une a proteínas implicadas en adhesión, como cortactina y vinexina, entre 
otras. 
 Del mismo modo, las p38 MAPK también juegan un papel importante en la 
regulación de los procesos de adhesión y migración, muy relacionados con la 
patogénesis de la leucemia mieloide crónica. El laboratorio de la Dr. A. Porras y otros 
han observado en diferentes tipos celulares que las células que carecen de p38 MAPK 
muestran un incremento en la adhesión a varias proteínas de la matriz extracelular (Guo 
Y. L. y Yang 2006; Zuluaga et al., 2007b), lo que se correlaciona con un incremento en 
la fosforilación de las proteínas de adhesión focal FAK y paxilina (Guo Y. L. y Yang 
2006). 
Dada la importancia que juegan los procesos de adhesión celular al estroma en la 
patogénesis de la leucemia mieloide crónica y basándonos en que tanto C3G como p38 
MAPK son proteínas reguladoras de adhesión celular y además interaccionan 
funcionalmente en apoptosis, nos hemos propuesto investigar si C3G y p38 MAPK 
(concretamente la isoforma p38) forman parte también de una ruta común C3G-p38 
MAPK implicada en la regulación de la adhesión de células de LMC. 
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Las células K562 tienen preferencia por adherirse a 
fibronectina 
En primer lugar, se analizó las propiedades adhesivas de las células K562 a 
diferentes sustratos como fibronectina, laminina y colágeno IV mediante ensayos de 
adhesión con calceína AM. Para ello, células K562 transfectadas con los lentivirus 
shCTRL o shC3G-1 se incubaron en medio sin suero y se marcaron con calceína AM 
durante 30 minutos. A continuación, se mantuvieron durante 90 minutos en contacto 
con la superficie revestida con 50 µg/ml del sustrato y se determinó el valor de la 
adhesión celular mediante fluorescencia. Los resultados mostraron que en nuestras 
condiciones experimentales la fibronectina era mucho mejor sustrato que el colágeno IV 
o la laminina (Figura III-1), en discordancia con lo descrito (Salgia et al., 1997). Por 




Figura III-1. Cuantificación relativa de la adhesión de las células K562 transfectadas con shCTRL o 
shC3G-1 a fibronectina, laminina y colágeno IV. shCTRL: shRNA Control. 
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El silenciamiento de C3G, Cbl, Abi1 y p38 MAPK inhibe 
la adhesión a fibronectina, mientras que el silenciamiento 
de p130Cas incrementa la adhesión 
Se estudió la capacidad de adhesión a fibronectina de los clones que expresan 
pSuper-C3Gi, pSuper-p38αi, pSuper-C3Gi/p38αi y pSuper, y también de los clones 
lentivirales shC3G-1 y shC3G-8, shCbl-1, shAbi1-2, shp130Cas-5 y el shRNA Control, 
con el fin de determinar si el silenciamiento de las diferentes proteínas promueve 
cambios en la adhesión de las células K562 a la matriz extracelular, en nuestro caso, 
fibronectina. Los resultados indican que las células deficientes en C3G tienen una 
menor capacidad de adhesión a fibronectina (Figura III-2A), resultado que también se 
observa en la Figura III-1. Lo mismo ocurre al silenciar Cbl y Abi1. Por el contrario, el 
clon p130Cas knock-down presentó un incremento de su capacidad de adhesión a 
fibronectina (Figura III-2A). En cuanto a p38 MAPK, en contra de lo esperado, su 
silenciamiento también resultó en una disminución de la adhesión en un porcentaje 
similar al observado en el clon shC3G. Además, el clon doble knockdown para C3G y 
p38 mostró una inhibición de la adhesión similar a los dos clones knockdown simples, 
indicando que ambas proteínas C3G y p38 MAPK participarían en una ruta común 





Figura III-2. Representación gráfica del porcentaje de adhesión a fibronectina de los clones K562 
indicados. (A) Porcentaje de adhesión de células silenciadas para C3G (shC3G-1 y shC3G-8), Cbl (shCbl-
1), Abi1 (Abi1-2) y p130Cas (shp130Cas-5). (B) Porcentaje de adhesión de células que expresan 
permanentemente el RNA de interferencia para C3G y/o p38α. Los valores presentados son la media ± 
SEM de tres o más experimentos independientes. Todos los valores son relativos a las células K562 
transfectadas con el shRNA Control o el vector pSuper, (*p<0.05; ** p<0,01). 
 
C3G y p38α forman complejos con proteínas que 
participan en la formación y regulación de adhesiones 
focales  
Como se ha descrito en la introducción, la adhesión de las células a la matriz 
extracelular está mediada por integrinas y regulada por las adhesiones focales. Las 
adhesiones focales están compuestas por proteínas quinasa, como FAK, y por proteínas, 
como paxilina, que funcionan como plataforma de unión a otras proteínas. La paxilina 
interacciona con proteínas activadas como Src, p38 MAPK, c-Abl y FAK (Deakin y 
Turner 2008), y cuando es fosforilada por Src y FAK regula el reclutamiento de 
proteínas efectoras como Crk (Turner 2000). Además, la paxilina interacciona con la 
integrina β y con el oncogén Bcr-Abl, estando esta última interacción mediada por CrkL 
(Salgia et al., 1995b). Se ha descrito que p130Cas interacciona con paxilina, CrkL y 
C3G y es fosforilada por FAK tras la estimulación de integrinas (Payne et al., 2006; 
Polte y Hanks 1997). CrkL, además de con paxilina y C3G (Tanaka et al., 1994) 
también se asocia con Cbl, interacción que disminuye células que expresan Bcr-Abl 
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(Uemura et al., 1997). A su vez, C3G también interacciona con Bcr-Abl (Gutierrez-
Berzal et al., 2006) y p130Cas (Kirsch et al., 1998), datos corroborados por los datos 
presentados en el Capítulo II de Resultados de Tesis. 
Con el fin de caracterizar las interacciones existentes entre algunas de las 
proteínas de las adhesiones focales y las proteínas C3G y p38α MAPK, en células de 
leucemia mieloide crónica K562, éstas fueron crecidas en presencia de 10 µg/ml de 
fibronectina y se obtuvieron lisados de las mismas, los cuales fueron sometidos a 
ensayos de inmunoprecipitación. 
Los resultados indican que CrkL interacciona con C3G y Bcr-Abl (Figura III-3A 
y B), en concordancia con los resultados del capítulo II, y con la bibliografía (Kiyokawa 
et al., 1997; Salgia et al., 1996a). Además, CrkL también interacciona con la isoforma 
p33 de paxilina fosforilada, de acuerdo con lo descrito por Salgia et al, 1997, así como 
con FAK y p38α MAPK (Figura III-3A y C). 
C3G inmunoprecipitó con fosfo-paxilina de 68 kDa, CrkL y p38α (Figura III-
3A). A su vez paxilina, en su forma fosforilada, co-precipitó con la isoforma p87 de 
C3G y p38α (Figura III-3A). Finalmente, observamos interacción entre p130Cas y Bcr-
Abl (Figura III-3B) y entre FAK y C3G, p38α y CrkL (Figura III-3C). 
La interacción entre C3G y paxilina, aunque débilmente detectada 
probablemente debido al dinamismo de estas interacciones, fue corroborada mediante 
microscopia confocal de células K562 adheridas a 10 µg/ml de fibronectina y marcadas 
con anti-C3G y anti-paxilina, donde se observa colocalización de las dos proteínas 
(Figura III-3D). 
Como ha sido mencionado anteriormente, las proteínas paxilina y FAK son 
esenciales para la formación de las adhesiones focales, activando proteínas que regulan 
el reclutamiento de proteínas efectoras necesarias para el ensamblaje y el desensamblaje 
de las adhesiones focales. Asimismo, nuestros resultados indicando que C3G y p38 
MAPK interaccionan con FAK, paxilina y fosfo-paxilina asi como con p130Cas, 
sugieren que ambas proteínas forman parte de los complejos de adhesión focal, lo que 





Figura III-3. C3G y p38 MAPK interaccionan con proteínas de las adhesiones focales. A, B, C) 
Western blots representativos de ensayos de inmunoprecipitación con los anticuerpos indicados realizados 
con extractos proteicos de células K562 mantenidas con 10 µg/ml fibronectina durante 24h. D) 
Microscopia confocal de células K562 adheridas durante 24 horas a portaobjectos con 10 µg/ml de 
fibronectina, marcadas con los anticuerpos indicados. 
 
La sobreexpresión de C3G tiene un efecto inhibidor sobre 
proteínas de las adhesiones focales 
Con el fin de profundizar en el papel que juega C3G en la regulación de las 
interacciones entre las proteínas implicadas en las adhesiones focales, se estudió si la 
sobre-expresión de C3G afectaba a la expresión y fosforilación de algunas de estas 
proteínas. Para ello se llevaron a cabo ensayos de Western blot con extractos proteicos 
de células K562, establemente transfectadas con pLTR2C3G, cuyos resultados se 
representan en la Figura III-4. La sobre-expresión de C3G resultó en una disminución 
de los niveles de expresión de las proteínas FAK, paxilina, p130Cas e integrina α5, si 
bien se observó un incremento en los niveles de paxilina fosforilada, principalmente las 
isoformas p33 y p46 (Figura III-4A-B). Esta disminución en los niveles de expresión se 
acentuó en presencia de fibronectina, principalmente en el caso de paxilina (Figura III-
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4B). Por el contrario, se observó un aumento de los niveles de expresión de Cbl en 
células con C3G sobre-expresado. 
 
 
Figura III-4. Análisis mediante Western blot de la expresión de las proteínas paxilina (Pax), Cbl, CrkL, 
FAK, p130Cas e integrina 5 (Int.5) y de la fosforilación de paxilina y CrkL en células K562 que sobre-
expresan C3G o el vector vacío pLTR2. (A) Células crecidas en medio sin sustrato, durante 24h. (B) 
Células crecidas en 10 µg/ml fibronectina (FN) durante 24h o en suspensión (Susp). Para la realización de 
los Western blots se utilizó 50 µg de extracto proteico. β-actina y β-tubulina se utilizaron como controles 
de carga. 
El silenciamiento génico de C3G tiene un efecto inhibidor 
sobre proteínas de las adhesiones focales 
Para confirmar estas observaciones, determinamos si los niveles de expresión de 
las proteínas en estudio se veían afectados por el silenciamiento de C3G. La Figura III-
5A muestra que, al igual que lo observado con la sobre-expresión de C3G, tanto la 
expresión y fosforilación de paxilina como la expresión de FAK también disminuyen en 
células C3G knock-down. La disminución de la expresión de paxilina se confirmó 
mediante inmunofluorescencia con microscopia confocal (Figura III-5B) de células 
control (shCTRL) y silenciadas para C3G (shC3G) adheridas a fibronectina y marcadas 
con anti-paxilina. Adicionalmente, también se observó una disminución en los niveles 
de expresión de CrkL y Cbl. Los niveles de expresión de p130Cas no se vieron 
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afectados, aunque su fosforilación presentó una ligera disminución en células C3G 
knock-down (Figura III-5A), principalmente en células en suspensión. La fibronectina 
promovió el aumento del nivel de expresión y de la fosforilación de las isoformas de 
paxilina. Sin embargo, mientras que las isofromas p68 y p46 de paxilina incrementaron 
su fosforilación en presencia de FN, independientemente del nivel de expresión de C3G, 
fosfo-p33 únicamente aumentó en células control. La presencia de FN también llevó al 
incremento de la fosforilación de CrkL en células C3G knock-down y a la expresión de 
Cbl en células control. 
Quisimos analizar el efecto del silenciamiento de C3G en la interacción de las 
proteínas involucradas en adhesión celular. La Figura III-5C muestra los resultados de 
ensayos de inmunoprecipitación, utilizando extractos proteicos de las células C3G 
knock-down y control mantenidas durante 24h con 10 µg/ml de fibronectina. Los 
resultados indican que la deficiencia de C3G inhibió la asociación de CrkL a Bcr-Abl, 
visible en las inmunoprecipitaciones tanto de CrkL como de c-Abl, y potenció la 
interacción de CrkL con paxilina, visible en la inmunoprecipitación de paxilina. La 
asociación entre p130Cas y Bcr-Abl apenas se vió afectada (Figura III-5C).  
Todos estos datos sugieren que C3G podría tener un papel en la regulación de la 
expresión de proteínas involucradas en la adhesión celular, así como en su activación y 
en los niveles de asociación de las mismas. Una vez más, de manera similar a lo que 
ocurre en apoptosis, tanto la sobre-expresión como el silenciamiento de C3G producen 
un efecto similar que resulta en la inhibición de proteínas implicadas en las vías de 





Figura III-5. Expresión e interacciones entre proteínas de las adhesiones focales en células K562 que 
expresan C3G knock-down y shRNA Control. Las células indicadas fueron mantenidas con 10 µg/ml de 
fibronectina durante 24h o en suspensión. (A) Análisis de la expresión de las proteínas indicadas 
mediante Western blot utilizando 50 µg de extracto proteico. (B) Microscopia confocal de células K562 
control o C3G knock-down adheridas a portaobjectos cubiertos con 10 µg/ml de fibronectina y marcadas 
con los anticuerpo paxilina y faloidina. (C) Análisis de la interacción de proteínas mediante ensayos de 
inmunoprecipitación utilizando los anticuerpos indicados.  
 
p38 MAPK regula la expresión y activación de proteínas 
de adhesión de forma antagónica a C3G 
De manera similar, quisimos analizar si p38 MAPK juega un papel regulador 
en la expresión y activación de proteínas de las adhesiones focales. Para ello, se analizó 
los niveles de expresión de proteína en las células p38α knock-down crecidas en 
suspensión o en presencia de 10 µg/ml de fibronectina durante 24 horas. Los resultados, 
representados en la Figura III-6 por medio de Western blot (A) y gráfica (B), revelan 
que la deficiencia de p38α MAPK aumentó los niveles de expresión de integrina α5, 
CrkL, p130Cas y paxilina. La proteína FAK no presentó cambios de expresión proteica. 
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Además, la disminución de la expresión de p38 MAPK indujo un incremento en la 
fosforilación de todas las isoformas de paxilina y de p130Cas, efecto que fue mas 
visible en presencia de fibronectina. Por otra parte, la presencia de fibronectina provocó 
un incremento del nivel de expresión en la integrina α5, CrkL, p130Cas y paxilina. 
Estos resultados apoyan un efecto inhibidor de p38 en la expresión y activación de 
proteínas de adhesión, en concordancia con lo descrito por otros autores (Guo Y. L. y 
Yang 2006). Contrariamente a lo esperado, las células con deficiencia en p38α MAPK 
presentaron un rescate de los niveles de expresión de la proteína silenciada en presencia 
de fibronectina. Estos datos sugieren que p38α tiene un papel opuesto al de C3G, 
funcionando como inhibidor de la regulación de la señalización en el proceso de 
adhesión celular. 
 
Figura III-6. Western blot representativo del análisis de los (A) niveles de expresión y fosforilación de 
proteínas de adhesión como p130Cas, FAK, paxilina (Pax), CrkL, p38α y integrina α5 (Int α5) en los 
clones K562 que expresan el vector interferente pSuper para p38α MAPK. (B) Representación gráfica de 
la cuantificación de las bandas del Western blot para cada proteína. Para el análisis se utilizó 50 µg de 




Las proteínas Cbl, Abi1 y p130Cas regulan la expresión y 
activación de proteínas de adhesión en células K562 
Finalmente, hemos analizado la influencia del silenciamiento de otras proteínas 
de adhesión en estudio, como Cbl, Abi1 y p130Cas, en los niveles expresión y 
fosforilación de FAK y paxilina. Para ello, utilizamos clones deficientes en Cbl, Abi1 y 
p130Cas junto con células que expresan los vectores vacios (shRNA Control de Sigma 
y de Santa cruz) como control. Los resultados mostrados en la Figura III-7 muestran que 
el mayor efecto se observó en las células silenciadas para Abi1, donde se produjo una 
disminución de los niveles de expresión de FAK, p130Cas, paxilina y así como en los 
niveles de fosforilación de esta última. Sin embargo estos niveles se recuperaron a 
niveles normales presencia de fibronectina, comparados con el respectivo control en 
suspensión, con la excepción de la expresión de FAK que casi se triplicó (Figura III-7A 
y B). 
El silenciamiento de Cbl solo indujo el incremento en los niveles de expresión 
de paxilina, sin cambios en FAK, p130Cas y en la fosforilación de paxilina. Al contrario 
de Abi1, la presencia de FN en las células knock-down para Cbl no indujo alteraciones 
en los niveles de expresión de estas proteínas (Figura III-7A y B). 
A su vez, el knock-down de p130Cas reveló un incremento en los niveles de 
expresión y fosforilación de paxilina, sin cambios en la expresión de FAK. Al igual que 
el knock-down para Cbl, el silenciamento de p130Cas parece no afectar a la expresión y 
fosforilación de las proteínas analizadas en células estimuladas con fibronectina (Figura 











Figura III-7. Experimento representativo del análisis de los niveles de expresión de p130Cas, FAK y 
paxilina así como de los niveles de fosforilación de paxilina (Pax) en los diferentes clones K562 
silenciados indicados. (A) Western blot que se llevó a cabo utilizando 50 µg de extracto proteico por 
muestra. (B) Valores relativos de los niveles de expresión de las distintas proteínas analizadas. shCT-sc: 
shRNA Control Santa cruz, shCT-sg: shRNA Control Sigma.  
 
En resumen, nuestros datos indican que C3G tiene un papel regulador de la 
expressión y activación de proteínas de las adhesiones focales y que por tanto, es un 
regulador de adhesión en LMC. Por otra parte, p38α MAPK antagoniza la función de 
C3G inhibiendo la expresión y actividad de las mismas proteínas de adhesión, si bien 












En este trabajo de Tesis hemos abordado el estudio de una posible relación 
funcional entre C3G y p38 MAPK en la señalización intracelular que regula la apoptosis 
y la adhesión celular en células de leucemia mieloide crónica. Utilizando como modelo 
la línea celular de leucemia mieloide crónica K562, que expresa la tirosina quinasa p210 
Bcr-Abl, hemos demostrado que la muerte celular por apoptosis de estas células 
tumorales involucra la actividad de p38 MAPK regulada por C3G a través de Rap1. Por 
otra parte, C3G y Bcr-Abl participan en adhesión celular e interaccionan entre sí 
formando complejos en células de LMC. Además, hemos demostrado que las proteínas 
Abi1, Cbl y p130Cas son intermediarios de la interacción entre C3G y Bcr-Abl y que 
participan en la regulación de las adhesiones focales en células de leucemia mieloide 
crónica. 
Capítulo I  
Estudios realizados anteriormente por nuestro grupo y otros indican que tanto 
C3G como p38 MAPK son proteínas implicadas en el proceso de apoptosis (Shivakrupa 
et al., 2003) (Nebreda y Porras 2000). Además existen datos en la literatura que indican 
que Rap1 regula a p38 MAPK en varios sistemas (Stork y Dillon 2005). Todo ello nos 
indujo a pensar que C3G y p38 MAPK podrían estar implicadas en una ruta común 
reguladora de la apoptosis. Dado que STI-571 es un inductor de apoptosis en células de 
LMC, nos planteamos estudiar la contribución de C3G y p38 MAPK en la regulación de 
la apoptosis inducida por STI-571. Los resultados de este trabajo demuestran por 
primera vez la existencia de una relación funcional entre C3G y p38 MAPK en el efecto 
apoptótico y anti-proliferativo de STI-571 en K562. 
C3G regula la apoptosis basal de las células K562 y de hecho tanto la sobre-
expresión como el silenciamiento de C3G inducen apoptosis en K562. La apoptosis 
observada por la sobre-expresión de C3G concuerda con el papel pro-apoptótico de 
C3G descrito en células hematopoyéticas (Shivakrupa et al., 2003). Sin embargo, el 
incremento de la apoptosis fue aún mayor cuando suprimimos la expresión de C3G 
mediante RNA de interferencia.  
Nuestros experimentos indican que C3G tiene una función inhibidora de la 
fosforilación de p38 MAPK, ya que la fosforilación de p38 MAPK inducida por STI-
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571, que es apenas detectable según nuestros datos y la bibliografia (Jacquel et al., 
2003; Jacquel et al., 2007), incrementó con el silenciamiento de C3G. Reforzando estos 
datos, la activación de p38 MAPK, medida como fosforilación de su sustrato ATF-2, 
también se incrementó en células silenciadas para C3G. La isoforma de p38 que 
colabora con STI-571 en la inducción de apoptosis en LMC debe ser 
predominantemente la p38α, ya que tanto el inhibidor de p38α/β MAPK, SB203580 
como el silenciamiento de esta isoforma inhibieron parcialmente la apoptosis inducida 
por STI-571 (Figura I-10), de acuerdo con otros autores (Yu et al., 2002).  
Por otra parte, la expresión del mutante dominante negativo de Rap1 
(Rap1S17N) también incrementó la fosforilación y la actividad de p38 MAPK, 
sugiriendo que la función inhibidora de C3G sobre p38 MAPK está mediada por la 
actividad GEF de C3G sobre Rap1. Estos datos apoyan la existencia de una función 
anti-apoptótica de la vía C3G-Rap1 en LMC. 
Hemos observado una cooperación entre C3G y STI-571 en la inhibición de las 
rutas de supervivencia, ERK y Akt en células de LMC, K562. STI-571 inhibió la 
fosforilación de ERK, conforme a los datos en la literatura (Kohmura et al., 2004; 
Mizuchi et al., 2005; Steelman et al., 2004), efecto que fue parcialmente revertido en 
los clones silenciados para C3G y en menor medida en el clon silenciado para p38α 
MAPK, dado el conocido efecto inhibidor de p38 MAPK sobre ERK (Liu y Hofmann 
2004; Porras et al., 2004). El efecto de STI-571 en la fosforilación de ERK fue casi 
totalmente revertido en células knock-down para C3G tratadas conjuntamente con 
SB203580. De acuerdo, con estudios anteriores (Guerrero et al., 2004), el efecto del 
silenciamiento de C3G sobre fosfo-ERK fue independiente de su actividad GEF sobre 
Rap1, ya que el mutante dominante negativo de Rap1 (Rap1S17N) exhibió un 
comportamiento contrario al silenciamiento de C3G, es decir inhibió la fosforilación de 
ERK, acorde con la activación de la vía B-Raf-ERK mediada por Rap1 en estas células 
(Stork y Dillon 2005). 
C3G y p38α MAPK tienen un papel regulador negativo en la activación de Akt 
en células K562, observaciones que coinciden con datos previos en otros tipos celulares 
(Voss et al., 2006; Zuluaga et al., 2007a). El tratamiento con STI-571 no tuvo efecto en 
la fosforilación de Akt en células K562, que se mantuvo en niveles muy bajos de 
acuerdo con lo descrito por otros autores (Jacquel et al., 2003). Sin embargo 
combinando STI-571 con SB203580 se detectó un incremento de los niveles de 
fosforilación de Akt, que fue aún más evidente en células donde la expresión de C3G o 
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p38 había sido silenciada (Figura I-12). Este efecto del silenciamiento de C3G sobre la 
fosforilación de ERK y Akt concuerda con la función anti-proliferativa de C3G 
anteriormente reportada (Guerrero et al., 2004; Guerrero et al., 1998; Martin-Encabo et 
al., 2007; Voss et al., 2006). En consecuencia, contemplamos que la apoptosis inducida 
por la sobre-expresión de C3G sea debida a la acción inhibitoria sobre ERK y Akt, 
aunque no pueden excluirse otros mecanismos, incluyendo la participación de Hck. 
Cabe destacar que la activación de Rap1 mediada por C3G juega un papel en la 
inducción de la proliferación y supervivencia celular en células hematopoyéticas, 
estimuladas con IL-3 o expresando Bcr-Abl, a través de la activación de las vías B-Raf-
ERKs y PI3K-Akt (Jin et al., 2006; Mizuchi et al., 2005; Stork y Dillon 2005). Además, 
hay que tener en cuenta la presencia de p87C3G, isoforma de C3G abundantemente 
expresada en células LMC, que es fosforilada por Bcr-Abl, lo que sugiere su 
participación en la leucemogénesis promovida por Bcr-Abl (Gutierrez-Berzal et al., 
2006). Por consiguiente, C3G parece tener una doble función reguladora en células de 
LMC mediante la modulación de ambas vías, apoptótica y de supervivencia. Así, la vía 
de C3G-Rap1 puede contribuir al fenotipo maligno inducido por Bcr-Abl, tanto por la 
inhibición de vías pro-apoptóticas, como p38 MAPK, como por la estimulación de vías 
de supervivencia como las cascadas ERKs y Akt. Por el contrario, C3G puede inhibir 
las vías de ERK y Akt a través de mecanismos independientes de Rap1 que pueden 
involucrar la activación de fosfatasas (Martin-Encabo et al., 2007). Apoyando este 
doble papel de C3G, numerosas evidencias han confirmado que tanto el exceso como el 
defecto de la activación de Rap1, particularmente en células hematopoyéticas, puede 
contribuir a la malignidad a través de distintos efectos biológicos, dependiendo del 
contexto celular (revisado por Hattori y Minato 2003; Stork 2003; Stork y Dillon 2005). 
Por ejemplo, ratones deficientes en SPA-1 desarrollan desórdenes mieloproliferativos 
similares a la LMC humana (Ishida et al., 2003).  
El hecho de que el silenciamiento de C3G pueda revertir el efecto inhibidor de 
STI-571 sobre la activación de ERK, junto con su efecto sinergístico sobre la 
fosforilación de p38 MAPK y la apoptosis inducida por STI-571, sugieren que la 
activación de C3G no solo depende de Bcr-Abl si no que deben de existir otras vías 
alternativas. Esto es importante, ya que hasta la fecha no se han descrito rutas 
independientes de Bcr-Abl en células de LMC. Por tanto estos resultados pueden 
inspirar nuevas aproximaciones terapéuticas para el tratamiento de la LMC. La función 
reguladora de C3G en apoptosis está apoyada por el análisis de los datos de los 
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GeneChips de Affymetrix, que revela un gran número de genes involucrados en 
apoptosis que están diferencialmente expresados en los clones knock-down para C3G. 
La expresión de algunos de esos genes está igualmente regulada por p38α MAPK, 
reforzando aún más la idea de una asociación funcional entre estas dos proteínas en la 
regulación de la apoptosis en LMC. 
En resumen, los resultados presentados son compatibles con un papel dual de 
C3G en apoptosis, donde la función anti-apoptótica de C3G promueve la activación de 
Rap1 resultando en la inhibición de p38α través de un mecanismo desconocido, 
mientras que la función anti-proliferativa/pro-apoptótica de C3G involucra una 
inhibición de las vías de señalización ERKs y Akt independientemente de Rap1 (Figura 
D-1). Así, este modelo puede explicar como tanto la sobreexpresión de C3G como su 
knock-down pueden inducir apoptosis. La sobreexpresión de C3G inhibe las rutas de 
supervivencia de ERK y Akt, lo que induce apoptosis. Por otra parte, el silenciamiento 
de C3G induce la activación de p38 MAPK y contribuye a la inhibición de la ruta Rap1-
B-Raf-ERK, siendo ambos eventos favorecedores de la apoptosis.  
 
 
Figura D-1. Modelo de la participación de C3G en las vías de Bcr-Abl en células K562. Rap1 es 
mediador del efecto de C3G sobre p38, sin embargo C3G también inhibe las vías de proliferación y de 
supervivencia independientemente de Rap1. Las vías de activación están representadas por las líneas 




En conclusión, aunque C3G parece tener un papel complejo en LMC, la 
desregulación de su expresión incrementa la apoptosis mediada por STI-571 en células 
LMC. Por consiguiente, podemos proponer a C3G como una diana terapéutica 




Bcr-Abl está implicado en la regulación de la adhesión a laminina, fibronectina y 
colágeno de las células leucémicas a través de la formación de complejos con las 
integrinas 1, siendo el dominio SH3 el responsable de estos efectos (Skorski et al., 
1998).  
Estudios previos de nuestro grupo y otros han descrito la existencia de una 
interacción entre C3G y Bcr-Abl en células de LMC K562, a través de los dominios 
SH3 de Abl y SH3-b (región rica en prolinas) de C3G (Gutierrez-Berzal et al., 2006; 
Mitra A. y Radha 2010; Radha et al., 2007). Sin embargo, ensayos de doble híbrido con 
los dominios aislados sugieren que esta interacción no es directa por lo que debe de 
existir un intermediario(s) molecular(es) de esta interacción (Gutierrez Berzal y 
Guerrero, observaciones no publicadas). Se han identificado varias proteínas que 
interaccionan con el dominio SH3 de Abl, como 3BP-1 (Cicchetti et al., 1992), Abi-1 
(Shi et al., 1995), Abi-2 (Dai y Pendergast 1995), AAP1 (Zhu J. y Shore 1996), RIN1 
(Afar et al., 1997), y PAG (Wen y Van Etten 1997). Sin embargo, solo tres de ellas 
(RIN1, PAG y Abi1/2) se unen también a Bcr-Abl y de hecho actúan como potenciales 
efectores en la señalización desde el dominio SH3 de Bcr-Abl. De todas ellas, solo 
Abi1/2 contiene, tanto un dominio SH3 como un dominio SH3-b, y por tanto puede 
interaccionar potencialmente a la vez con Bcr-Abl y C3G (Skorski et al., 1998). En este 
trabajo hemos descrito por primera vez que, no solo Abi1/2, si no también las proteínas 
Cbl y p130Cas son mediadores de la interacción entre las proteínas C3G y Bcr-Abl. 
Escogimos estudiar las proteínas Abi1, Cbl y p130Cas ya que, al igual que C3G y Bcr-
Abl son proteínas que participan en procesos de adhesión y porque además poseen 
dominios SH3 y/o SH3-b que podrían mediar la interacción entre C3G y Bcr-Abl.  
Nuestros estudios de pull-down con dominios SH3 y SH3-b aislados indican que 
en células K562, Bcr-Abl interacciona mediante el dominio SH3, además de con 
p140C3G, p87C3G y con Abi1/2 en concordancia con lo descrito (Gutierrez-Berzal et 
al., 2006; Shi et al., 1995), con Cbl y con p130Cas. A su vez, la proteína Abi1 
interacciona con Bcr-Abl a través de ambos dominios SH3 y SH3-b, de acuerdo con lo 
descrito en la bibliografía (Dai y Pendergast 1995; Shi et al., 1995), y con p87C3G. 
Estos datos indican que Abi1 puede unirse tanto a Bcr-Abl como a p87C3G, mediante 
sus dominio SH3-b y SH3, respectivamente, y que por tanto puede actuar como 
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mediador directo entre C3G y Bcr-Abl (Figura D-2). Alternativamente, está descrito que 
Abi1 puede unirse directamente al dominio SH3-b de Bcr-Abl, a través de su dominio 
SH3 (Dai y Pendergast 1995). Según nuestros resultados en los cuales el dominio SH3-
b de Abi1 también interacciona con p87C3G, Abi1 podría también interaccionar 
indirectamente con p87C3G a través de otra(s) molécula(s) que contenga(n) en su 
estructura dominios SH3 y SH3-b. La proteína WAVE-2, que contiene un dominio SH3, 
podría ser un posible mediador del complejo Bcr-Abl-Abi1-C3G, ya que esta proteína 
interacciona directamente con Abi1 formando un complejo que regula la polimerización 
de actina (Innocenti et al., 2004). Además, WAVE-2 se asocia a Abl regulando la 
activación de Rap1 mediada por integrinas a través del reclutamiento del complejo 
CrkL/C3G (Nolz et al., 2008). Finalmente, esta hipótesis está apoyada por el hecho de 




Figura D-2. Representación del modelo de interacción entre el dominio SH3 de Bcr-Abl y el dominio 
SH3-b de C3G a través de su unión directa a los dominios SH3-b y SH3 de Abi1, respectivamente. DD: 
dominio de dimerización; SH2-BD: dominio de unión a SH2; SH1-K: dominio quinasa; DNA-BD+Actin-
BD: dominios de interacción con DNA y actina. 
 
 
Cbl participa en la vía de señalización Crk-C3G-Rap1 en células 
hematopoyéticas (Uemura y Griffin 1999; Zhang et al., 2003). Diversos autores han 
descrito una asociación directa entre un dominio rico en tirosinas de Cbl y el dominio 
SH2 de Bcr-Abl, CrkL o Grb2 (Bhat et al., 1997; Fukazawa et al., 1995; Meisner et al., 
1995; Park et al., 1998), sin embargo no observaron asociación entre el dominio SH3-b 
de Cbl y el dominio SH3 de Bcr-Abl (Bhat et al., 1997). A diferencia de estos 
resultados, nuestros datos demuestran por primera vez, que Cbl interacciona tanto con 
Bcr-Abl como con C3G a través de su dominio SH3-b. Por otra parte, existen datos que 
describen una asociación directa entre el dominio SH3 de CrkL o Grb2 y el dominio 
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SH3-b de C3G (Reedquist et al., 1996; Smit et al., 1996; Tanaka et al., 1994). Estos 
datos apoyan una interacción directa entre el dominio SH3 de Bcr-Abl y el dominio 
SH3-b de Cbl, y una asociación indirecta entre Cbl y C3G posiblemente a través de 
CrkL o de Grb2. Por tanto, Cbl también podría actuar como mediador de la interacción 
entre C3G y Bcr-Abl según el modelo de la Figura D-3. 
 
 
Figura D-3. Representación de la interacción entre Bcr-Abl y C3G a través de la unión directa del 
dominio SH3-b de Cbl al dominio SH3 de Bcr-Abl y de su interacción indirecta a C3G mediante el 
dominio SH2 y SH3 de CrkL que se une a las tirosinas 700 y774 fosforiladas de Cbl y al dominio SH3-b 
de C3G, respectivamente.  
 
 
Kirsch y colaboradores en 1998 describieron la interacción directa entre el 
dominio SH3 de p130Cas y un dominio rico en prolinas de p140C3G, lo que está de 
acuerdo con nuestros datos (Kirsch et al., 1998). A su vez, los tres dominios SH3, P1 y 
P2 de p130Cas interaccionan con Bcr-Abl, con diferentes afinidades. Estos datos 
juntamente con la ya descrita interacción directa entre p140C3G y el dominio SH3 de 
p130Cas podrían explicar la interacción entre Bcr-Abl y p140C3G, siendo por tanto 
p130Cas otro claro candidato a mediar la interacción entre C3G y Bcr-Abl (Figura D-4). 
Además, nuestros resultados describen por primera vez, la asociación de los dominios 
P1 y P2 de p130Cas a p87C3G, lo que implica la participación de otra(s) molécula(s) 
que posea(n) un dominio SH3 que permita la unión al dominio SH3-b de C3G. Es 
posible que la interacción de p87C3G con Bcr-Abl produzca asociaciones aberrantes 
con las moléculas de las adhesiones focales y que por tanto contribuya a las alteraciones 
en adhesión inducidas por Bcr-Abl en las células de LMC, previamenete reportadas 
(Salgia et al., 1997). Ensayos de inmunofluorescencia muestran la colocalización de 
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C3G con todas estas proteínas, lo que apoya las interacciones ya descritas de C3G con 
Bcr-Abl (Gutierrez-Berzal et al., 2006; Mitra A. y Radha) y con p130Cas (Kirsch et al., 




Figura D-4. Representación de la interacción indirecta entre el dominio SH3 de Bcr-Abl y el dominio 




El silenciamiento de las proteínas Abi1, Cbl y p130Cas en células K562 
distorsiona la interacción entre C3G y Bcr-Abl lo que apoya, una vez más, que estás 
proteínas son intermediarios de la interacción entre Bcr-Abl y C3G. Así, el 
silenciamiento de Abi1 resultó en una clara disminución de los niveles de p140C3G 
asociada a Bcr-Abl, a pesar de que no se observó interacción entre el dominio SH3 de 
Abi1 y p140C3G. Sin embargo, no se observaron cambios en los niveles de p87C3G 
asociado a Bcr-Abl. Estos resultados podrían ser explicados por la mayor expresión de 
p87C3G en comparación con p140C3G, que es apenas detectable en la mayoría de los 
experimentos. Otra explicación es que Abi1 sea necesario en la interacción entre 
p140C3G y Bcr-Abl mientras que no sea muy relevante en la interacción entre p87C3G 
y Bcr-Abl. En cuanto a Cbl, su papel en la interacción entre Bcr-Abl y C3G no está 
claro ya que su silenciamiento en células K562 resultó tanto en la disminución como en 
el incremento de la interacción entre estas proteínas. Como hemos mencionado 
anteriormente, nuestros datos indican que Cbl participa en la interacción entre Bcr-Abl 
y C3G probablemente a través de una cuarta proteína que podría ser CrkL o Grb2. Un 
posible papel dual y dinámico de Cbl en esta interacción, implicando la participación de 
otras proteínas, podría explicar la contradicción de estos resultados. El knock-down de 
p130Cas disminuye la cantidad de las dos isoformas de C3G que se asocian al dominio 
SH3 de Bcr-Abl. Estos datos conjuntamente con los resultados que demuestran que los 
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dominios SH3, P1 y P2 de p130Cas interaccionan con tanto con C3G como con Bcr-Abl 
sugieren que p130Cas es una proteína necesaria en la interacción entre Bcr-Abl y C3G. 
Por lo tanto podemos concluir que las proteínas Abi1 y p130Cas son claros 
intermediarios de la interacción entre C3G y Bcr-Abl mientras que el papel de Cbl como 
mediador en esta interacción es más ambiguo. 
Ensayos de hibridación de los dominios SH3-b de C3G, Cbl y p130Cas con 
dominios SH3 inmobilizados demuestran que estas proteínas interaccionan directamente 
con el mismo grupo de proteínas, destacándo las que participan en adhesión. El dominio 
SH3-b de C3G se asoció mayoritariamente a moléculas involucradas en adhesión 
celular, como cortactina, Y124, YES1, VAV2, SPCN, c-Src, ABL2, OSF, CrkL, Nck1, 
Tec y vinexina (Figura II-6). La cortactina, vinexina, c-Src, YES y CrkL forman parte 
de los complejos proteicos encontrados en los focos de adhesión (Kioka et al., 1999; Li 
L. et al., 2002; Miranti y Brugge 2002; Ren G. et al., 2009). Adicionalmente, C3G 
interacciona con Y124 (Beta-Pix) que participa en el reclutamiento de paxilina a las 
adhesiones focales mediante la activación de Rac1 y Cdc42 (Lamorte et al., 2003). 
ABL2 (ARG) activa a RhoGAP que a su vez inactiva a RhoA, siendo crucial para el 
ensamblaje y maduración de las adhesiones (Shimizu et al., 2008). La interacción de 
C3G con estas proteínas sugiere su participación en la dinámica de las adhesiones 
focales. La proteína adaptadora NCK1 forma parte del complejo de proteínas 
adaptadoras GADS/Slp-76/Nck1 que participa en la regulación del citoesqueleto de 
actina por Bcr-Abl (Preisinger y Kolch). La interacción de C3G con esta proteína 
sugiere su participación en el mismo complejo regulando el citoesqueleto de actina 
mediante la actividad de Bcr-Abl. La proteína OSF, sustrato de Src, se localiza en las 
adhesiones focales e interacciona con Cbl apoyando la hipótesis de que Cbl es 
intermediario de la interacción entre Bcr-Abl y C3G, posiblemente a través de su 
asociación con OSF (Szymkiewicz et al., 2004). Cbl así como C3G, también 
interaccionan directamente con c-Src de acuerdo con la bibliografía (Odai et al., 1995), 
indicando que esta proteína podría ser también la cuarta proteína mencionada. Por otra 
parte, C3G interacciona con los dominios SH3 de proteínas pro-apoptóticas como BTK, 
SLK y BLK (Lee S. et al., 2002; Sabourin y Rudnicki 1999; Uckun 1998). Al contrario 
de lo esperado, no se detectó unión directa entre los dominios SH3-b de C3G y SH3 de 
Abi2 (ABL2B), sugiriendo la existencia de una molécula intermediaria en la interacción 
entre estas dos proteínas, hipótesis que está avalada por nuestros resultados indicando 
que el dominio SH3-b de Abi1 interacciona con C3G. No se observó interacción entre 
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C3G y p130Cas en este experimento debido a que el fragmento que contiene el dominio 
SH3-b de C3G utilizado no incluye los aminoácidos esenciales para esta unión (Kirsch 
et al., 1998). El dominio SH3-b de C3G y de Cbl también interaccionaron directamente 
con el dominio SH3 de CrkL en concordancia con la bibliografía (Alsayed et al., 2000; 
Keane et al., 1999), apoyando la hipótesis de que Cbl media la interacción C3G/Brc-
Abl mediante su interación con CrkL. La interacción entre p130Cas y el dominio SH3 
de CrkL sugiere una asociación alternativa entre estas dos proteínas a la previamente 
descrita que involucra el dominio SH2 de CrkL y un dominio rico en tirosinas 
fosforilables de p130Cas (Salgia et al., 1996b). El dominio rico en prolinas P2 de 
p130Cas y el dominio SH3-b de Cbl, aunque con poca afinidad, interaccionan 
directamente con el dominio SH3 de Abl, apoyando nuestros datos que indican a estas 
proteínas como mediadores de la interacción entre Bcr-Abl y C3G. Estos datos son 
innovadores ya que nunca se había descrito una interacción directa entre los dominios 
SH3-b de estas proteínas con el dominio SH3 de Abl. Lo único descrito hasta la fecha es 
la interacción de Cbl con Bcr-Abl mediante el dominio SH2 de Abl y tirosinas 
fosforiladas de Cbl (Bhat et al., 1997). También observamos una cierta interacción 
directa entre el domino SH3-b de C3G y Abl, lo que está en contradicción con los 
ensayos de doble híbrido mencionados. Una posible explicación es que estas 
interacciones se favorezcan in vitro donde hay un exceso de proteína. 
Los dominios SH3-b de Cbl y el dominio rico en prolinas P2 de p130Cas 
comparten un vasto número de interacciones con C3G. Las proteínas en común son en 
su mayoría proteínas implicadas en adhesión como cortactina, Y124, YES1, c-Src, 
VAV2, ODF, VINE y ABL2 (ARG). Adicionalmente, Cbl interacciona con el dominio 
SH3 de Abi2 (ABL2B) de acuerdo con la bibliografía (Tanos y Pendergast 2007), 
sugiriendo, una vez más, que podrían participar en el mismo complejo donde se 
encuentran Bcr-Abl y C3G.  
Capítulo III 
En esta tercera parte hemos tratado de determinar la contribución de C3G a la 
regulación de la adhesión de las células de LMC, K562. Los resultados mostraron que 
en nuestras condiciones experimentales las células de LMC se unen en mayor medida a 
la fibronectina que al colágeno IV o a la laminina, en discordancia con lo descrito por 
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Verfaillie y colaboradores en 1992, que describe una menor adherencia de células de 
pacientes de LMC a fibronectina (Verfaillie et al., 1992). Esta divergencia de resultados 
puede ser explicada por el uso de un modelo de estudio diferente al nuestro, ya que esos 
autores utilizaron muestras de medula ósea de 22 pacientes de LMC.  
Nuestros datos indican que la proteína C3G participa positivamente en la 
regulación de la adhesión en células de LMC, ya que el silenciamiento de la misma 
provocó una disminución de adhesión a fibronectina en células K562. Estos resultados 
concuerdan con el papel en adhesión de C3G descrito (Ohba et al., 2001; Voss et al., 
2003). Del mismo modo, nuestros resultados indican que Abi1 y Cbl son reguladores 
positivos de la adhesión a fibronectina, lo que nuevamente está de acuerdo con la 
bibliografía (Li Y. et al., 2007a; Uemura y Griffin 1999; Zhang et al., 2003). Sato y 
colaboradores en 2005 describen que la inhibición de p38 MAPK con SB203500 en 
células de linfoma Karpas 299 resulta en la diminución de la adhesión a fibronectina, lo 
que está de acuerdo con los datos de las células knockdown para p38 que indican una 
función reguladora positiva de la adhesión por p38 (Sato et al., 2005). Sin embargo, 
Guo y colaboradores en 2006 describen un incremento de la adhesión a fibronectina de 
células madre embrionarias de ratón deficientes en p38 (Guo Y. L. y Yang 2006). 
Estos resultados podrían sugerir que el papel de p38 MAPK en adhesión está alterado 
en células tumorales, como las células de linfoma o nuestras células de LMC. Los 
resultados con el doble knock-down C3G/p38α sugieren que las dos proteínas participan 
en la misma vía de señalización de adhesión ya que los niveles de adhesión a 
fibronectina son semejantes a los de los knock-down simples. En contraste, la proteína 
p130Cas parece tener un papel regulador negativo en la adhesión, ya que su 
silenciamiento produjo un aumento de la adhesión a fibronectina de células K562, lo 
que está de acuerdo con su papel en migración (Cary et al., 1998). 
En base a estos resultados, hemos analizado las interacciones de C3G y p38α 
con algunas de las proteínas de adhesión focal. En células control K562 en presencia de 
fibronectina, C3G interacciona con CrkL, de acuerdo con lo descrito (Buensuceso y 
O'Toole 2000; Gutierrez-Berzal et al., ). Además, C3G interacciona con la isoforma p68 
de paxilina fosforilada, corroborado por la colocalización de paxilina con C3G en 
experimentos de microscopia confocal. Estos resultados concuerdan con las 
aproximaciones de Voss y colaboradores en 2003, según las cuales C3G es necesario 
para la activación y formación de los focos de adhesión que poseen paxilina (Voss et 
Discusión 
122 
al., 2003). Además C3G co-inmunoprecipita con FAK, lo que está de acuerdo con otros 
trabajos que describen la formación de complejos en los focos de adhesión que 
contienen, no solo C3G y FAK si no también paxilina y CrkL, estando esta última unida 
tanto a C3G como a FAK y Bcr-Abl en células K562 (Miranti y Brugge 2002). CrkL, en 
contraste con C3G, se une solo a la isoforma p33 de paxilina fosforilada en 
concordancia con lo descrito (Salgia et al., 1997). Por otra parte, nuestros datos indican 
que p38α también participa en la formación de los focos de adhesión ya que además de 
la disminución de la adhesión provocada por su silenciamiento, interacciona con las 
proteínas de las adhesiones focales CrkL, paxilina y FAK, además de con C3G. La 
proteína p130Cas, que también forma parte de los complejos de los focos de adhesión, 
se encuentra asociada a Bcr-Abl de acuerdo con la bibliografía (Mayer B. J. et al., 
1995); el aumento de adhesión inducido por el knock-down de p130Cas, sugiere que en 
células de LMC, Bcr-Abl podría regular negativamente la adhesión a través de p130Cas, 
cuya fosforilación ha sido asociada a la inducción de la migración celular, 
encontrándose en las adhesiones focales a lo largo de las etapas de ensamblaje y 
desensamblaje (Cary et al., 1998; Donato et al., 2010). Estos datos indican que C3G y 
p38α forman complejos con proteínas que participan en la formación y regulación de las 
adhesiones focales. 
Todos los datos presentados indicarían que C3G tiene un papel regulador 
positivo en adhesión, sin embargo, tanto la sobre-expresión como el silenciamiento de 
C3G tienen un efecto inhibidor sobre la expresión de algunas de las proteínas que 
forman parte de las adhesiones focales. Ambos clones presentaron una disminución de 
la expresión de paxilina, sin embargo, al contrario del knock-down que manifestó una 
diminución de la fosforilación de las isoformas p68, p46 y p33 de paxilina, la sobre-
expresión de C3G presentó un incremento de la fosforilación de las mismas, 
principalmente de las isoformas p46 y p33, lo que concuerda con la mayor adhesión y 
expansión de estas células (datos no mostrados). La expresión de Cbl también parece 
estar regulada positivamente por la expresión de C3G, disminuyendo con su 
silenciamiento y aumentando con su sobre-expresión. Por el contrario, la sobre-
expresión de C3G produjo una pequeña disminución de la expresión de p130Cas, 
mientras que el silenciamiento, aunque no alteró la expresión, disminuyó la 
fosforilación de p130Cas. Estos datos concuerdan una vez más, con el efecto inhibidor 
de p130Cas en adhesión a fibronectina, descrito anteriormente, y con su papel inductor 
en migración (Cary et al., 1998). La señalización celular inducida por fibronectina en 
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las células K562 está regulada de forma distinta en los dos clones. En presencia de 
fibronectina, la sobre-expresión de C3G disminuyó aún más la expresión de FAK, 
paxilina y p130Cas mientras que el silenciamiento de C3G provocó el incremento de la 
expresión proteica de paxilina y de sus formas fosforiladas así como la fosforilación de 
p130Cas y CrkL. Además, el silenciamiento de C3G tiene efecto en la interacción de 
algunas de las proteínas en estudio. Así, la interacción entre CrkL y Bcr-Abl se redujo, 
mientras que la asociación de CrkL con paxilina fue incrementada (Figura III-5C). Esto 
indica que C3G participa en la regulación de la propagación de señales resultantes de la 
adhesión a fibronectina. Todos estos datos sugieren un papel regulador de C3G, tanto en 
la expresión de proteínas involucradas en la adhesión celular, así como en su activación 
y en los niveles de asociación de las mismas (Figura D-5). De manera equivalente a lo 
observado en la regulación de la apoptosis, estos resultados apoyan un papel dual de 
C3G en la regulación de la adhesión, ya que tanto la sobreexpresión como el 
silenciamiento de C3G producen un efecto similar que resulta en la inhibición de 
proteínas implicadas en las vías de señalización que regulan la adhesión celular.  
Por otra parte, nuestros resultados indican que p38 MAPK regula la expresión 
y activación de proteínas de adhesión de forma antagónica a C3G. El knock-down de 
p38α presentó aumento generalizado de la expresión y fosforilación de las proteínas de 
adhesión, integrina α5, CrkL, paxilina, p130Cas y de la fosforilación de p130Cas y las 
isoformas p68, p46 y p33 de paxilina (Figura III-6). En cambio la proteína FAK no 
sufrió cambios en su expresión. Todas las proteínas con la excepción de FAK, sufrieron 
un incremento adicional de su expresión y fosforilación en presencia de fibronectina, 
incluyendo la misma p38α. Estos datos sugieren que p38α MAPK tiene un papel 
regulador negativo de la expresión de las proteínas de adhesión celular (Figura D-5), de 
acuerdo con Guo y colaboradores que describen un papel inhibidor para p38α MAPK en 
adhesión (Guo Y. L. y Yang 2006). El efecto negativo de p38 MAPK en adhesión  
está en sintonia con su papel en migración (Cuenda y Rousseau 2007). Estos datos 
contradicen la disminución de la adhesión manifestada por el knock-down de p38α 
representada en la Figura III-2. El hecho de que el ensayo de adhesión haya sido 
realizado en ausencia de suero podría explicar las contradicciones presentadas por el 
knock-down para p38α. Posiblemente, la ausencia de suero provocó la activación, tanto 
de p38 como de otras isoformas de p38 MAPK (principalmente la β) y como 
consecuencia, la disminución de la adhesión de las células K562, teniendo en cuenta su 
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papel inhibidor en la adhesión (Guo Y. L. y Yang 2006; Nebreda y Porras 2000; 
Zuluaga et al., 2007b). Estos resultados, donde el knock-down de p38α tiene un papel 
antagónico al knock-down de C3G, están en sintonía con los datos de sus funciones en 
apoptosis. Además los resultados de la adhesión con el doble knock-down de C3G/p38 
apoyan que, al igual que en apoptosis, ambas proteínas participan en una ruta común de 
regulación de la adhesión. El silenciamiento de Cbl no afectó a la expresión y activación 
de las proteínas de adhesión con la excepción de paxilina que incrementó su nivel de 
expresión. A su vez, el knock-down de Abi1 presentó una disminución generalizada del 
nivel de expresión de las proteínas de adhesión y de la fosforilación de paxilina en un 
30% en condiciones de suspensión. En cuanto al knock-down de p130Cas, éste presentó 
disminución de la expresión y fosforilación de paxilina, mientras que no afectó a la 
expresión de FAK (Figura III-7). En células silenciadas para Abi1, la fibronectina no 
indujo cambios significativos en la expresión y fosforilación de las proteínas de 
adhesión con respecto al control. La excepción fue FAK cuya expresión aumentó, lo 
que sugiere un papel regulador de Abi1 en la expresión de FAK. Las células knock-
down para Cbl y p130Cas estimuladas con fibronectina mostraron una disminución en 
la expresión y activación de proteínas de adhesión con respecto a las células control. 
Estos datos indican que estas tres proteínas, Abi1, Cbl y p130Cas participan en la 
regulación de la expresión de proteínas implicadas en la vía de señalización mediada 
por la fibronectina. Estos datos están apoyados por los resultados del ensayo de 
adhesión, que muestran que el silenciamiento de Abi1, Cbl y p130Cas altera la 
propiedades adhesivas de estas células.  
En resumen, nuestros datos indican que C3G regula positivamente la expresión 
de paxilina, FAK, p130Cas, integrina α5 y Cbl mientras que p38α MAPK regularía 
negativamente la expresión de paxilina, CrkL, p130Cas e integrina α5. Por otra parte, 
Cbl y p130Cas regulan principalmente la expresión y fosforilación de paxilina, mientras 
que Abi no solo regula la expresión y fosforilación de paxilina como también de FAK y 





Figura D-5. Representación del papel de C3G en la regulación de la adhesión en LMC a través de la 
interacción con proteínas de las adhesiones focales. C3G regula positivamente la expresión de proteínas 
de adhesión focal promoviendo la adhesión mediada por integrinas. p38 MAPK regula negativamente las 
proteínas de adhesión focal de acuerdo con su papel en la migración celular (Cuenda y Rousseau 2007).  
 
 
Como conclusión general, nuestros resultados indican que C3G es un regulador 
de apoptosis y de adhesión celular en células de leucemia mieloide crónica. Los niveles 
de C3G necesitan estar muy controlados ya que tanto la sobre-expresión como la 
disminución de su expresión alteran el balance de supervivencia/muerte celular, así 
como la expresión de proteínas clave en la adhesión. p38α MAPK participa juntamente, 
y de modo antagónico, con C3G en la regulación de ambos procesos, apoptosis y 
adhesión celular formando complejos con proteínas de las adhesiones focales, 
incluyendo C3G. Además, aportamos datos que sugieren que Cbl, Abi1 y p130Cas son 
intermediarios de la interacción entre C3G y Bcr-Abl y que participan en la regulación 



















C3G regula la apoptosis, tanto basal como inducida por STI-571 en células de 
LMC K562, a través de la inhibición de p38α MAPK por un mecanismo dependiente de 
Rap1. 
C3G participa en el efecto inhibidor de STI-571 sobre las rutas de supervivencia, 
ERK y Akt en células K562. Esta función antiproliferativa es independientemente de 
Rap1.  
Las proteínas Abi1, Cbl y p130Cas son intermediarios de la interacción entre 
C3G y Bcr-Abl. Todas estas proteínas forman parte de los mismos complejos en los que 
participan C3G y Bcr-Abl junto con proteínas de las adhesiones focales como Crk, 
paxilina y FAK, entre otras.  
 
C3G, Abi1, Cbl y p130Cas regulan positivamente la expresión y activación de 
paxilina y FAK, mientras que p38 MAPK las regula negativamente.  
 
p38 MAPK forma complejos con el mismo grupo de proteínas de adhesión 
focal que interaccionan con C3G, indicando una relación funcional entre las dos 
proteínas en adhesión celular, pero al igual que en la regulación de la apoptosis, p38 
MAPK actúa de forma antagónica a C3G en la regulación de la adhesión en células de 
LMC. 
 
CONCLUSIÓN FINAL:  
C3G regula la apoptosis y la adhesión celular en células de leucemia mieloide 
crónica a través de mecanismos en los que participa p38 MAPK. Los niveles de C3G 
necesitan estar controlados ya que tanto la sobreexpresión como la disminución de su 
expresión alteran el balance de supervivencia/muerte celular, así como la expresión de 
proteínas clave en la adhesión. La existencia de isoformas de C3G, como la 
abundantemente expresada p87C3G, que interaccionan con el dominio SH3 - regulador 
de la adhesión- de Bcr-Abl, sugiere la participación de C3G en la perturbación de las 
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